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Abreviaturas 
 
ADN: ácido desoxirribonucleico.  
ARN: ácido ribonucleico.  
ARNm: ácido ribonucleico mensajero. 
cols.: colaboradores. 
dNTPs: desoxinucleósidos trifosfato. 
EDTA: ácido etilen-di-amino-tetra-acético. 
ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay.  
Hinf I: Haemophilus influenza Rf, endonucleasa de restricción. 
Kb: kilobases.  
p/v: peso/volumen. 
pb: pares de bases. 
PCR: Polymerase Chain Reaction.  
rpm: revoluciones por minuto. 
Rsa I: Rhodopseudomonas sphaeroides, endonucleasa de restricción. 
Taq polimerasa: Thermus aquaticus polimerasa. 
V: voltios.  
v/v: volumen/volumen. 
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Antecedentes y Objetivos 
 
El cáncer es geográfica y étnicamente omnipresente y constituye un grave pro-
blema socio-económico. En cada paciente es único y, más que una enfermedad, es un 
conjunto de muchísimos trastornos de la función de las células y los tejidos. Sin em-
bargo, contamos con nuestros propios procesos de defensa que nos protegen frente 
a esta patología.  
Las células humanas poseen en los extremos de los cromosomas unas estructuras 
núcleo-proteicas especiales, los telómeros. Constituyen las agujas del reloj mitótico 
que cuenta las divisiones celulares, pues los telómeros se acortan en cada ciclo de 
división celular. Cuando llega su tiempo, es decir, cuando los telómeros se han acor-
tado críticamente, las células ponen en marcha los programas de muerte celular y/o 
senescencia, limitando así la progresión de células genéticamente inestables. A pesar 
de ello, las células tumorales son capaces de reactivar la enzima que “rejuvenece” a 
los telómeros, la telomerasa, para garantizar la viabilidad celular. La adquisición de un 
fenotipo inmortal y el fracaso de los programas que limitan la progresión de células 
genéticamente inestables, en presencia de telómeros críticamente cortos, se convierte 
en un escenario peligroso y favorable para las células tumorales. Sin embargo, la fun-
cionalidad de estos programas en respuesta a los telómeros críticamente cortos puede 
limitar de manera eficiente la progresión del cáncer.  
Los programas de senescencia y muerte celular que monitorizan el acortamiento 
telomérico resultan, por tanto, claves en el contexto tumoral. Su fracaso, o correcto 
funcionamiento, podría justificar el distinto pronóstico clínico que otorga el estatus 
telomérico según el tipo tumoral considerado, como así lo han evidenciado los traba-
jos desarrollados por nuestro grupo de investigación. 
En los tumores no microcíticos de pulmón el acortamiento telomérico se asoció 
de manera significativa con una peor evolución clínica de los pacientes, constituyen-
do un factor de pronóstico independiente al estadio tumoral (Frías et al., 2008). Sin 
embargo, el grupo de sujetos afectados de cáncer colorrectal cuyos telómeros exhi-
bían mayores longitudes, presentaron un peor pronóstico clínico, con independencia 
del estadio tumoral (Garcia-Aranda et al., 2006). 
Considerando estos resultados y el importante papel que desempeñan las vías de 
senescencia y muerte celular en respuesta al acortamiento telomérico, planteamos un 
proyecto con los siguientes objetivos: 
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 1. Validar los resultados obtenidos por nuestro grupo de investigación en rela-
ción al pronóstico clínico de pacientes afectados de cáncer no microcítico de pulmón 
y de cáncer colorrectal, considerando el estatus telomérico y la actividad telomerasa. 
2. Analizar la expresión diferencial de factores relacionados con las vías de senes-
cencia y muerte celular, y transformación y génesis tumoral, entre los tumores no 
microcíticos de pulmón y colorrectales, con acortamiento telomérico. 
3. Evaluar si el diferente pronóstico clínico que otorga el estatus telomérico, se-
gún el tipo tumoral considerado, se sustenta en una expresión diferencial de factores 
relacionados con las vías de senescencia y muerte celular, y transformación y génesis 
tumoral. 
4. Explorar la posible asociación entre los mencionados factores, las variables clí-
nico-patológicas, el estatus telomérico y la actividad telomerasa, en los cánceres no 































1.1. El CÁNCER, la enfermedad expansionista. 
 
El cáncer es una enfermedad expansionista: invade tejidos, establece colonias en paisajes hosti-
les, busca un santuario en un órgano y luego migra a otro. Vive desesperada, inventiva, feroz, terri-
torial, astuta y defensivamente; por momentos, como si nos enseñara a sobrevivir (Mukherjee, 
2012).  
Una célula cancerosa es una perversión de una célula normal. Al igual que esta úl-
tima, la célula cancerosa depende del crecimiento en el sentido más básico y elemen-
tal: la división de una célula para formar dos. En los tejidos normales este proceso 
está delicadamente regulado por señales específicas, unas estimulan el crecimiento y 
otras, lo detienen. En el cáncer, el crecimiento desenfrenado da origen a una genera-
ción tras otra de células. El cáncer es una enfermedad clonalmente evolutiva. Cada 
generación de células cancerosas da lugar a un pequeño número de células que son 
genéticamente diferentes a sus progenitores; así, las células más aptas sobreviven: 
entran en un ciclo de mutaciones, selección y crecimiento excesivo que genera células 
cada vez más adaptadas a la supervivencia y al crecimiento. Las mutaciones aceleran 
la adquisición de otras mutaciones, y la inestabilidad genética contribuye a impulsar la 
generación de clones mutantes. El cáncer explota la lógica fundamental de la evolu-
ción como ninguna otra enfermedad (Mukherjee, 2012). 
El cáncer es un mal antiguo para el ser humano. El caso número cuarenta y cinco 
del papiro del médico egipcio Imhotep, que vivió en torno al 2625 a.C., contiene una 
vívida descripción de lo que pudo ser un cáncer de mama. Y en las Historias del histo-
riador griego Heródoto, escritas alrededor del 440 a.C., se menciona el posible cáncer 
de mama inflamatorio que padeció Atosa, reina de Persia. No obstante, estas son 
descripciones de lo que pudieron ser auténticas neoplasias, o no. Los únicos casos 
irrefutables de cáncer en la historia son aquellos que se documentan gracias a la pre-
servación del tejido tumoral. Como el osteosarcoma hallado en la momia pertene-
ciente a una mujer, en la planicie de mil años de antigüedad en el borde septentrional 
del desierto de Atacama, o el cáncer abdominal de Dakhleh, en Egipto, datado, apro-
ximadamente, del siglo IV d.C. El famoso arqueólogo Louis Leakey descubrió una 
mandíbula de dos millones de años que tenía los signos de una forma peculiar de 
linfoma endémico en el sudeste de África (aunque el origen de este tumor nunca se 
confirmó patológicamente), (Mukherjee, 2012). 
El cáncer ha permanecido ausente en la historia médica antigua. La eliminación de 
otras enfermedades letales, que consumieron durante mucho tiempo a hombres y 
mujeres, y la prolongación de la vida humana, lo han sacado a la luz. Y sólo un abor-




daje conjunto, en el ámbito científico, médico y tecnológico ayudará a comprender 






















1Cangrejo. Designación original del cáncer en la literatura médica, data de la época de Hipócrates, 




                                                          
Introducción 
 
1.2. El cáncer colorrectal. 
 
1.2.1. Epidemiología y factores de riesgo del cáncer colorrectal. 
 
  El cáncer de colon o recto es el denominado cáncer colorrectal (CCR). Es el 
tumor maligno más frecuente en España, si se consideran ambos sexos y la segunda 
causa de muerte por tumores en España y en los países de la Unión Europea, tras el 
cáncer de pulmón. Cada semana se diagnostican en España más de 500 casos de 
CCR. Según los datos del Instituto Nacional de Estadística, en el año 2009 fallecieron 
en España 14238 personas de cáncer colorrectal, lo que representa alrededor de 260 
muertes semanales. En números absolutos, y según la misma fuente, dicha cifra su-
pone un aumento del 2.93% con respecto al año 2008 y del 22% si se compara con la 
publicada en 1999 (11300 fallecimientos), (Morillas et al., 2012). 
En el desarrollo del CCR se han identificado diversos factores de riesgo, no 
controlables y controlables por el individuo. Entre los primeros podemos identi-
ficar los siguientes: 
La edad. La probabilidad de diagnóstico de cáncer colorrectal aumenta a partir de 
los 40 años. Así, más del 90% de los casos de cáncer colorrectal se desarrollan en 
personas con edades en torno a los 50 años o mayores. Sin embargo, el diagnóstico 
de CCR parece incrementarse entre la población joven: en los Estados Unidos, el 
cáncer colorrectal se sitúa ahora entre uno de los 10 tipos de cáncer diagnosticados 
más frecuentemente en hombres y mujeres, con edades comprendidas entre los 20 y 
49 años (revisado por Haggar y Boushey, 2009). 
La historia personal: pólipos adenomatosos. Los pólipos neoplásicos (adeno-
mas tubulares y vellosos), en el colon o en el recto, constituyen lesiones precursoras 
para el desarrollo de cáncer colorrectal. Se estima que es necesario un periodo de 
latencia de 5 a 10 años para que un adenoma malignice. La detección y resección de 
un adenoma antes de su transformación maligna puede reducir el riesgo de desarrollo 
de cáncer colorrectal. Sin embargo, la resección completa de un pólipo adenomatoso 
o de un carcinoma localizado se asocia con un aumento en la probabilidad de desa-
rrollo futuro de un cáncer metacrónico2, en otro lugar del colon o del recto (revisado 
por Haggar y Boushey, 2009). 
La historia personal: enfermedad inflamatoria intestinal. Este término se 
emplea para designar dos patologías: la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn. La 
2 Desarrollo de otro tumor primario en otro sector de la misma mucosa. 
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primera, provoca la inflamación del colon y del recto. La segunda, causa la inflama-
ción de la pared intestinal en todo su espesor, pudiendo afectar a cualquier parte del 
tracto digestivo, desde la boca hasta el ano. Estas consecuencias de ambas patologías 
aumentan el riesgo de desarrollar cáncer colorrectal (revisado por Haggar y Boushey, 
2009). 
La historia familiar: cáncer colorrectal y pólipos adenomatosos. La mayor 
parte de los casos de cáncer colorrectal aparecen de forma esporádica, en ausencia de 
una historia familiar de cáncer colorrectal. Sin embargo, más del 20% de los pacientes 
con cáncer colorrectal poseen parientes afectados por esta enfermedad. Los indivi-
duos con una historia familiar de cáncer colorrectal o de pólipos adenomatosos en 
uno o más parientes de primer grado, tienen mayor riesgo de desarrollar cáncer colo-
rrectal (revisado por Haggar y Boushey, 2009).   
El riesgo genético heredado. Los síndromes hereditarios (poliposis adenomato-
sa familiar (FAP, familial adenomatous polyposis) y el cáncer de colon hereditario no poli-
pósico (HNPCC, herediary nonpolyposis colorectal cancer o síndrome de Lynch)) pueden 
suponer entre el 5-10% de los cánceres colorrectales. En la actualidad se conocen los 
genes afectados responsables de estas formas de cáncer colorrectal heredado: las mu-
taciones en el gen supresor de tumores APC (adenomatous polyposis coli) se identifican 
como la causa de la poliposis adenomatosa familiar; mientras que las mutaciones en 
los genes MLH1 y MSH2, implicados en la ruta de reparación del ADN, se relacio-
nan con el cáncer de colon hereditario no polipósico (revisado por Haggar y Bous-
hey, 2009). 
Entre los factores de riesgo controlables por el individuo, se reconocen los si-
guientes: 
El estilo de vida: los hábitos dietéticos, la actividad física y la obesidad. La 
dieta influye profusamente en el riesgo de cáncer colorrectal, así, modificaciones en 
nuestros hábitos nutricionales podrían reducir en más de un 70% la incidencia de este 
tipo de cáncer. Las dietas con un alto contenido en grasas, especialmente en grasa 
animal, constituyen el principal factor de riesgo para el desarrollo de cáncer colorrec-
tal. El consumo elevado de carnes también se identifica como un factor de riesgo 
para el desarrollo de este tipo de cáncer, siendo más acusada la asociación para el 
cáncer de colon que de recto. Además, algunos estudios sugieren que el riesgo de 
desarrollo de cáncer colorrectal aumenta en aquellas personas con una dieta pobre en 
frutas y verduras (revisado por Haggar y Boushey, 2009).  
La falta de actividad física y el exceso de peso constituyen dos factores de riesgo, 






te, entre un tercio y un cuarto de los casos de este tipo de cáncer se asocian con am-
bos factores de riesgo. Así, la práctica de actividad física de forma regular y una dieta 
saludable pueden contribuir a reducir el riesgo de cáncer colorrectal, aunque la evi-
dencia es más acusada para la prevención del cáncer de colon que de recto (revisado 
por Haggar y Boushey, 2009).   
  El consumo de tabaco y la elevada ingesta de alcohol. El consumo de taba-
co resulta ser extremadamente nocivo para el colon y el recto: en torno al 12% de las 
muertes por cáncer colorrectal se deben a este hábito. Los carcinógenos del tabaco 
promueven el crecimiento y la formación de pólipos adenomatosos y aumentan el 
crecimiento tumoral en el colon y en el recto. Además, entre fumadores, la incidencia 
de cáncer colorrectal tiene lugar a edades tempranas (revisado por Haggar y Boushey, 
2009).  
El consumo habitual de alcohol constituye un factor de riesgo para el desarrollo 
de cáncer colorrectal, especialmente entre la población joven. Los metabolitos reacti-
vos del alcohol, como el acetaldehído, pueden tener un papel carcinogénico. Además, 
ambos factores de riesgo pueden interaccionar: el tabaco induce mutaciones en el 
ADN que en presencia de alcohol son reparadas de manera ineficiente. El alcohol 
puede funcionar también como un solvente, favoreciendo la entrada de sustancias 
carcinógenas en las células de la mucosa intestinal (revisado por Haggar y Boushey, 
2009). 
   
1.2.2. Vías de desarrollo del cáncer colorrectal. 
 
El cáncer colorrectal se desarrolla, típicamente, mediante una serie de sucesos, que 
comienzan con la transformación del epitelio normal del colon hacia un intermedia-
rio adenomatoso (pólipo), y en último lugar a adenocarcinoma, en la denominada 
“secuencia adenoma-carcinoma” (Morson, 1974). En la actualidad, se acepta que más 
del 95% de los adenocarcinomas proceden de un adenoma (Andreu, 2011).  
En 1990, Fearon y Vogelstein (Fearon y Vogelstein, 1990) propusieron por pri-
mera vez un modelo de génesis del cáncer colorrectal, con una sucesión de even-
tos genéticos, que ha servido para ejemplificar la progresión de un tumor sólido, (Fi-
gura 1.1).  
 
 





Figura 1.1. Modelo original de Fearon y Vogelstein para la carcinogénesis colorrectal. 
FAP, familial adenomatous polyposis; DCC, deleted in colorectal carcinoma, perdido 
en el carcinoma colorrectal. Adaptado de Fearon y Vogelstein, 1990.  
 
Según este modelo, la génesis del tumor sucede a través de una serie de alteracio-
nes genéticas, que implican a oncogenes (K-ras) y genes supresores de tumores (en 
concreto, a aquellos localizados en los cromosomas 5q, 12p, 17p y 18q). En pacientes 
con FAP (poliposis adenomatosa familiar), se hereda una mutación en el cromosoma 
5q (gen APC, adenomatous polyposis coli). La hipometilación se presenta en adenomas 
muy pequeños, en pacientes con o sin poliposis, esta alteración puede causar aneu-
ploidía y resultar en la pérdida de alelos de genes supresores. Las mutaciones en K-ras 
parecen ocurrir en una célula de un pequeño adenoma pre-existente. Las deleciones 
alélicas en los cromosomas 17p y 18q generalmente suceden en un estadio más tardío 
en la tumorigénesis, que las deleciones en el cromosoma 5q o las mutaciones en K-
ras. Los tumores continúan progresando hasta alcanzar la capacidad para metastatizar 
y causar la muerte (Fearon y Vogelstein, 1990). 
En la actualidad se admite que son  tres las rutas no mutuamente excluyentes 
(Toyota et al., 1999; Sinicrope et al., 2006 y Shen et al., 2007) las que pueden conducir 
el proceso del cáncer colorrectal (Pancione et al., 2012), designadas de acuerdo a los 
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La inestabilidad cromosómica (CIN, chromosomal instability). Aproxima-
damente, el 70-85% de los cánceres colorrectales se desarrollan mediante esta vía 
(Grady, 2004). La acumulación numérica o estructural de aberraciones cromosómicas 
es responsable, en gran parte, de las alteraciones moleculares propias de esta ruta, 
(Figura 1.2), (Rajagopalan y Lengauer, 2004). La primera lesión identificable es la 
formación de focos de criptas aberrantes. La activación de la ruta de señalización 
Wnt/β-catenina sucede en esta etapa como consecuencia de mutaciones en el gen 
APC. La progresión a adenoma tardío y a carcinoma temprano requiere mutaciones 
activadoras del proto-oncogén K-ras, mutaciones en TP53 y pérdida de heterozigosi-
dad en el cromosoma 18q. La activación mutacional de PIK3CA ocurre tarde en esta 
secuencia adenoma-carcinoma, en una pequeña proporción de cánceres colorrectales. 
La inestabilidad cromosómica se observa en adenomas benignos y aumenta en para-
lelo a la progresión tumoral (Pino et al., 2010), (Figura 1.2).  
  
Figura 1.2. Modelo que incluye los eventos genéticos secuenciales en la génesis del 
cáncer colorrectal, promovido por la inestabilidad cromosómica. APC, adenomatous 
polyposis coli; K-ras, Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog; PIK3CA, fosfatidi-
linositol-4,5-bifosfato 3-quinasa, subunidad catalítica α; EGFR, epidermal growth 
factor receptor, receptor del factor de crecimiento epidérmico; COX2, ciclo-
oxigenasa 2. Adaptado de Takayama et al., 1998. 
 
 




La inestabilidad en microsatélites (MSI, microsatellite instability). El sustra-
to genético de la MSI es la inactivación de alguno de los genes reparadores de errores 
de la replicación del ADN, en particular de la maquinaria de reparación de errores en 
el apareamiento de las bases del ADN (MMR, mismatch repair machinery). Cuando esto 
ocurre, se acumulan errores en el ADN y se producen gran cantidad de mutaciones 
por inserciones o deleciones. Los microsatélites son secuencias repetitivas de nucleó-
tidos que existen en el ADN en condiciones normales. Estas secuencias son muy 
propensas a presentar mutaciones, que habitualmente son reparadas por la maquina-
ria de reparación de errores. El fallo de esta maquinaria conduce al fenómeno de la 
MSI (Jover y Payá, 2003). El sistema MMR está compuesto por, al menos, siete pro-
teínas: MLH1, MLH3, MSH2, MSH3, MSH6, PMS1 y PMS2, que se asocian para 
formar heterodímeros funcionales (Hoeijmakers, 2001).  
En 1998, el Instituto Nacional del Cáncer (USA) definió un panel de 5 marcado-
res microsatélite (Tabla 1.1) y los criterios para definir la inestabilidad. Se considera 
que un tumor presenta inestabilidad en microsatélites o alta inestabilidad en microsa-
télites (MSI o MSI-H, MSI-high) si muestra inestabilidad en 2 o más marcadores y 
baja (MSI-l, MSI-low) si sólo aparece en un marcador (Boland et al., 1998).  
 
MARCADOR TIPO LOCALIZACIÓN 
D2S123 Dinucleótido 2p21-2p16 
D5S346 Dinucleótido 5q21-5q22 
D17S250 Dinucleótido 17q11,2-17q12 
BAT-25 Mononucleótido 4q12 
BAT-26 Mononucleótido 2p16 
Tabla 1.1. Panel de marcadores microsatélite. 
 
La inestabilidad en las secuencias microsatélite provoca un acusado incremento de 
los errores genéticos, además, varias secuencias microsatélite se localizan en genes 
estrechamente relacionados con la carcinogénesis colorrectal, tales como: MSH3, 
TGFBR2, BAX, CASP5, MSH6, CTNNB1, APC, IGF2, E2F43, etc (Feldman et al., 
2002).   
3 MSH3 (mutS homolog 3 (E. coli)), TGFBR2 (transforming growth factor, beta receptor II), BAX (BCL2-
associated X protein), CASP5 (caspase 5, apoptosis-related cysteine peptidase), MSH6 (mutS homolog 6 (E. coli)), 
CTNNB1 (catenin (cadherin-associated protein), beta 1), APC (adenomatous polyposis coli), IGF2 (insulin-like 
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El cáncer de colon hereditario no polipósico (HNPCC) se desarrolla a través de 
esta vía (Worthley y Leggett, 2010), asociado a mutaciones en los genes MLH1 y 
MSH2. El HNPCC representa el 2-6% de los cánceres colorrectales. Entre la pobla-
ción con mutaciones relacionadas con el HNPCC, el riesgo de desarrollar cáncer 
colorrectal oscila entre el 70-80%, y la edad media de diagnóstico se sitúa en torno a 
los 45 años (revisado por Haggar y Boushey, 2009).     
El fenotipo metilador de islas CpG (CIMP, CpG Island Methylator Pheno-
type). El CIMP ha sido recientemente admitido como una vía independiente de 
desarrollo del cáncer colorrectal gracias a la secuenciación completa del metiloma 
(Xu et al., 2012; Hinoue et al., 2012 y Berman et al., 2012). Después de la ruta de ines-
tabilidad cromosómica, es la segunda vía más frecuente para el desarrollo del CCR 
esporádico, representando, aproximadamente, el 15% de los CCRs. Constituye un 
mecanismo mediante el cual se producen modificaciones en la expresión génica (me-
tilación de regiones promotoras), que no vienen acompañadas de cambios en la se-
cuencia del ADN, inactivando así a genes supresores tumorales clave, como MLH1 
(revisado por Worthley y Leggett, 2010).  
Se han establecido diversos paneles de marcadores de CIMP (revisado por Pan-
cione et al., 2012), sin embargo aún no se ha definido un panel universal consensua-
do. En esta categoría de desarrollo de CCR se incluyen a los adenocarcinomas espo-
rádicos con inestabilidad de microsatélites asociada a hipermetilación del promotor 
del gen MLH1. En general, los cánceres colorrectales positivos para el fenotipo meti-
lador de islas CpG (CIMP-positivos) que presentan alta inestabilidad en las secuen-
cias microsatélite, comparten las características de los CCRs con alta inestabilidad en 
las secuencias microsatélite, en concreto el pronóstico “relativamente bueno”. Sin 
embargo, en ausencia de alta inestabilidad en las secuencias microsatélite, los tumores 
positivos para el fenotipo metilador se asocian con patologías más avanzadas, peor 
pronóstico clínico y ausencia de infiltración linfocitaria. La lesión precursora de los 
tumores positivos para el fenotipo metilador son los pólipos aserrados, a diferencia 
de los CCRs que se desarrollan por la vía CIN y los HNPCC, que se originan a partir 










1.3. El cáncer de pulmón. 
 
1.3.1. Epidemiología y factores de riesgo del cáncer de pulmón. 
 
El cáncer de pulmón o carcinoma pulmonar incluye a los tumores epiteliales lo-
calizados en el pulmón y excluye a los sarcomas, a los mesoteliomas y a los linfomas 
(Gazdar, 2010). Es el más frecuente del mundo, con aproximadamente 1400000 nue-
vos casos al año. Representa el 16.6% de todos los tumores entre los hombres 
(965000) y el 7.6% entre las mujeres (387000 casos). Las mayores incidencias se ob-
servan en Europa (sobre todo en el Este y en el Sur) y en Norteamérica. La relación 
entre sexos en España es de 9:1, es decir, por cada 9 pacientes con cáncer de pulmón 
de sexo masculino, hay una paciente de sexo femenino, debido a la tardía adquisición 
del hábito tabáquico por las mujeres, pues este constituye el principal agente etiológi-
co del cáncer de pulmón (Asociación Española Contra el Cáncer, AECC; informa-
ción actualizada en junio de 2011). Un 25–50% de los pacientes recibe sólo medica-
ción paliativa. La supervivencia absoluta global del cáncer de pulmón es menor del 
10% en muchos países. Entre los pacientes resecados, la supervivencia a los 5 años 
ha aumentado ligeramente (Escuín, 2009). Entre las mujeres, la mortalidad debida al 
cáncer de pulmón se ha incrementado un 50%, desde mediados de la década de los 
60 y comienzos de la década del 2000 (Bosetti et al., 2012). 
Entre los factores de riesgo para el desarrollo del cáncer de pulmón, se consi-
deran:   
 El tabaco: los carcinógenos del tabaco y los 
fumadores pasivos. El tabaco es el principal agente 
etiológico del cáncer de pulmón. Este hábito contri-
buye a la aparición del 80-90% de los casos de cáncer 
de pulmón en varones y del 55-80% de los casos en 
las mujeres. Sin embargo, sólo, aproximadamente, el 
15% de los fumadores desarrollará un cáncer de 
pulmón, lo que hace pensar en la posibilidad de una 
susceptibilidad determinada por la predisposición 
genética. El humo del tabaco contiene más de 300 
sustancias químicas, de las cuales más de 40 son po-
tenciales carcinógenos (Tabla 1.2), (revisado por 
Raposo et al., 2007).   
 
SUSTANCIA EFECTO 













Fase gaseosa  
Polonio-210 C 
Hidracina C 
Tabla 1.2. Principales agentes mutagénicos, carcinógenos y otras 
sustancias del humo del tabaco. C, carcinógeno; PT, producto tóxi-







Dentro de las sustancias carcinógenas más significativas se encuentran la nitro-
samina 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona (NNK) y los hidrocarburos 
aromáticos policíclicos, como el benzopireno. La NNK puede inducir mutaciones en 
el proto-oncogén K-ras y aumentar la actividad de la ADN metiltransferasa en los 
neumocitos tipo II; el primer evento sucede en un 40% de los adenocarcinomas de 
pulmón y la metilación aberrante del ADN es característica del cáncer de pulmón. 
Los hidrocarburos aromáticos inducen mutaciones en TP53, regulador fundamental 
del ciclo celular, reparación del ADN, apoptosis, etc. (revisado por Raposo et al., 
2007). 
El abandono del hábito tabáquico se asocia claramente con una reducción del 
riesgo de desarrollar cáncer de pulmón, frente a los fumadores activos, haciéndose 
más patente a los 5 años del abandono. No obstante, el riesgo nunca iguala al de los 
individuos que nunca han fumado, ni siquiera después de un gran periodo de absti-
nencia. En cuanto a los fumadores pasivos, presentan valores en orina de carcinóge-
nos específicos del tabaco comprendidos entre el 1-5%, en comparación con los fu-
madores activos. Los valores en orina de los carcinógenos específicos del tabaco han 
demostrado ser concordantes con el riesgo relativo de cáncer de pulmón en fumado-
res activos y pasivos (revisado por Raposo et al., 2007). 
Los carcinógenos medioambientales y la contaminación ambiental. La ex-
posición ocupacional a sustancias como el arsénico, el asbesto o los hidrocarburos 
aromáticos policíclicos explica el 18% de los casos de cáncer de pulmón en los varo-
nes y menos del 1% en las mujeres. Otros factores de riesgo reconocidos son: las 
radiaciones ionizantes, los metales como el cromo o el níquel, compuestos como el 
formaldehido, la contaminación atmosférica, etc. Diversos estudios han tratado de 
dilucidar el riesgo de cáncer de pulmón asociado a la exposición a contaminantes 
ambientales: un estudio norteamericano demostró una relación directa entre la polu-
ción ambiental y el riesgo de cáncer de pulmón (Dockery et al., 1993), otros estudios 
reflejaban un aumento del riesgo de cáncer de pulmón en los individuos que vivían 
en zonas con industrias dedicadas al plomo, cinc o cobre (Blot y Fraumeni, 1975; Xu 
et al., 1989 y Brown et al., 1984). 
La dieta. Los estudios que han tratado de establecer una posible relación entre el 
consumo de ciertos suplementos vitamínicos y la reducción del riesgo de cáncer de 
pulmón no han resultado ser demasiado exitosos, al menos hasta la fecha. Así, ini-
cialmente el beta-caroteno se asoció con un menor riesgo de cáncer de pulmón; sin 
embargo, estudios recientes han demostrado un aumento del riesgo en consumidores 
de suplementos con beta-caroteno. Además, tampoco parece ser muy evidente si un 
consumo elevado de frutas, vegetales y algunos micronutrientes podría estar asociado 




con un menor riesgo de cáncer de pulmón, en fumadores y no fumadores (Goodman 
et al., 2004).    
Factores genéticos y enfermedad pulmonar benigna preexistente. Aproxi-
madamente, sólo alrededor del 15% de los fumadores desarrollan un cáncer de pul-
món, sospechándose la existencia de factores genéticos que predisponen al desarrollo 
de esta enfermedad. Así, un número considerable de estudios se ha centrado en ana-
lizar los polimorfismos genéticos, tanto de expresión como de función, de las enzi-
mas que actúan sobre los carcinógenos del tabaco, la reparación del ADN o la infla-
mación. Otros trabajos han señalado que los factores mediadores de la inflamación y 
formación de radicales de oxígeno pueden contribuir a la patogenia del cáncer de 
pulmón (revisado por Raposo et al., 2007). Se ha demostrado que los pacientes con 
fibrosis pulmonar difusa tienen un mayor riesgo de desarrollar un cáncer de pulmón, 
respecto a la población sana (Turner-Warwick et al., 1980 y Hubbard et al., 2000) y en 
el caso de la enfermedad pulmonar obstructiva crónica, un estudio prospectivo mos-
tró un mayor riesgo acumulado a los 10 años (Skillrud et al., 1986). 
 
1.3.2. Cáncer microcítico y cáncer no microcítico de pulmón. Mo-
delo de desarrollo del cáncer de pulmón. 
 
Desde el punto de vista clínico, básicamente se reconocen dos tipos de cáncer 
de pulmón:  
El carcinoma de células pequeñas, o cáncer microcítico de pulmón (CMP), que 
supone, aproximadamente, entre el 20-25% del número total de casos de cáncer de 
pulmón. El CMP es uno de los tumores sólidos de crecimiento más rápido y con 
mayor tendencia a provocar metástasis a distancia y sin tratamiento, su curso es fatal 
en el plazo de pocas semanas (revisado por Pérez-Gracia et al., 2007). 
 El cáncer no microcítico de pulmón (CNMP), supone el 75% de los casos de 
cáncer de pulmón, y se aplica a varios tipos de carcinomas broncogénicos (aquellos 
que se originan en la pared bronquial), e incluye a los adenocarcinomas, los carcino-
mas epidermoides y a los carcinomas indiferenciados de célula grande (Medicine-










Carcinoma epidermoide o 
de células escamosas 
Se localiza, principalmente, en la parte central de los pulmones y 
tiende a extenderse hacia las áreas intrabronquiales y peribronquiales; 
esto puede causar un colapso pulmonar distal y neumonitis obstruc-
tiva. 
Adenocarcinoma Se localiza en zonas periféricas de los pulmones, y se asocia común-mente con mutaciones en K-ras. 
Carcinoma indiferenciado 
de célula grande 
Se presenta frecuentemente como una gran masa periférica con áreas 
de necrosis prominente. 
Tabla 1.3. Características de los tipos histológicos de CNMP, (Mollberg et al., 2011; 
Rodenhuis et al., 1988 y Barsky et al., 1994). 
 
Los adenocarcinomas constituyen el grupo de tumores de pulmón más frecuentes 
(representan entre el 35-50% de todos los cánceres de pulmón) y con mayor comple-
jidad celular. Así, muchos trabajos de investigación se han centrado en explorar el 
desarrollo de los adenocarcinomas, incluyendo las lesiones precursoras y pre-
invasivas. Muchas de las dianas terapéuticas moleculares se dirigen hacia los adeno-
carcinomas o subtipos de adenocarcinomas (revisado por Cagle et al., 2011). De ma-
nera tradicional se considera que los adenocarcinomas pulmonares progresan me-
diante una secuencia linear, que incluye múltiples pasos, de forma análoga a la se-
cuencia adenoma-carcinoma de los cánceres colorrectales. De esta forma, la lesión 
precursora o pre-maligna (hiperplasia adenomatosa atípica, AAH, atypical adenomatous 
hyperplasia) progresa hacia un adenocarcinoma in situ pre-invasivo (carcinoma bron-
quioloalveolar, BAC, bronchioloalveolar carcinoma), que precede al adenocarcinoma inva-
sivo y en último lugar, este puede desarrollar la capacidad metastásica hacia otros 
órganos, (Figura 1.3). No obstante, este modelo clásico ha sido reconsiderado, sugi-
riéndose un nuevo escenario para la progresión de los adenocarcinomas pulmonares, 
que depende de los cambios genéticos adquiridos (revisado por Yatabe et al., 2011). 
 




Figura 1.3. Modelo cásico de pro-
gresión de los adenocarcinomas 
pulmonares, Yatabe et al., 2011. 




En España, la estirpe epidermoide es la predominante (Escuín, 2009). Las lesiones 
preneoplásicas de este tipo histológico, incluyen la hiperplasia, la metaplasia escamo-
sa, la displasia y el carcinoma in situ (CIS) (Saccomanno et al., 1974). No obstante, el 
conocimiento de las alteraciones genéticas de este tipo histológico particular resulta 
también atractivo, con el fin de mejorar las terapias personalizadas. Así pues, se han 
identificado algunos genes frecuentemente mutados en este tipo histológico, tales 
como TP53, GRM8, BAI3, ERBB4, RUNX1T1, KEAP1, FBXW7 o KRAS, entre 
otros. También se tiene constancia de la amplificación de regiones como 3q26 y 
8p12; y se han considerado varios genes candidatos, cuyas alteraciones conducen el 
proceso tumorigénico en este tipo histológico, y son susceptibles de ser evaluados 
como dianas terapéuticas (Heist et al., 2012). 
 
1.3.3. Alteraciones cromosómicas, marcadores moleculares y cam-
bios epigenéticos en el cáncer de pulmón. 
  
Tanto los tumores microcíticos, como los no microcíticos de pulmón, son suscep-
tibles de sufrir ciertos tipos de mutaciones, y muchas de las alteraciones génicas son 
comunes a ambos tipos. En el cáncer de pulmón, las alteraciones citogenéticas 
pueden ser numéricas y estructurales. En relación a estas últimas, las translocaciones 
no recíprocas y las pérdidas recurrentes que afectan a los cromosomas 1p, 3p, 6q, 9p, 
11p, 15p y 17p, provocan cambios en genes supresores de tumores (revisado por 
Rose-James, 2012). La metilación aberrante de citosinas en la región promotora 
de ciertos genes es uno de los principales mecanismos para modular su expresión, 
aumentándola o disminuyéndola, en el cáncer de pulmón. Son numerosos los genes 
cuyo patrón de metilación es susceptible de ser investigado. Entre ellos se incluyen: 
p16, RASSF1A, APC, RARβ-2, CDH1, CDH13, DAPK, MGMT, ASC/TMS1, 
FHIT, hSRBC, TSLC1, DAL-1 y PTEN4. Las proteínas codificadas por estos genes 
están implicadas en la regulación del ciclo celular, proliferación, apoptosis, adhesión, 
motilidad celular y reparación del ADN (revisado por Wen et al., 2011). La metilación 
de algunos genes se asocia con el hábito tabáquico de los pacientes con cáncer de 
pulmón. Así, en los adenocarcinomas y en los carcinomas epidermoides de pulmón, 
la frecuencia de metilación del promotor de ciertos genes es significativamente supe-
4 p16 (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, CDKN2A), RASSF1A (Ras association (RalGDS/AF-6) domain 
family member 1), APC (adenomatous polyposis coli), RARβ-2 (retinoic acid receptor, beta), CDH1 (cadherin 1, type 
1, E-cadherin (epithelial)), CDH13 (cadherin 13), DAPK (death-associated protein kinase 1), MGMT (O-6-
methylguanine-DNA methyltransferase), ASC/TMS1 (PYD and CARD domain containing), FHIT (fragile 
histidine triad), hSRBC (protein kinase C, delta binding protein), TSLC1 (cell adhesion molecule 1), DAL-1 (eryth-
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rior entre los fumadores, respecto a los individuos que nunca han fumado (Kim et al., 
2004; Liu et al., 2006; Vaissière et al., 2009 y Buckingham et al., 2010). Y por el contra-
rio, entre los individuos no fumadores con cáncer de pulmón, se observa un perfil de 
metilación distinto al de los fumadores (Kaira et al., 2007 y Tessema et al., 2009). Por 
tanto, el consumo de tabaco parece promocionar la metilación de ciertos genes. La 
metilación génica en el cáncer de pulmón también ha sido objeto de estudio para la 
detección temprana, la identificación de grupos de riesgo y el establecimiento de la 
progresión y el pronóstico de la enfermedad (revisado por Wen et al., 2011). Las 
ADN metiltransferasas (DNMTs, DNA methyl-transferases), DNMT1, DNMT3a y 3b 
se hallan sobre-expresadas en el cáncer de pulmón, en particular en los fumadores 
(Lin et al., 2007). Además, en el caso de DNMT1 y DNMT3b, el incremento de su 
expresión se asocia de manera significativa con una peor evolución clínica de los pa-
cientes (Lin et al., 2007; Lin et al., 2010 y Xing et al., 2008). La pérdida de la impron-
ta 5 (revisado por Lacadena, 1996) o la hipometilación en la región promotora re-
presenta también un mecanismo para la activación de oncogenes, tales como ILGF2 
(insulin-like growth factor 2), PEG1/MEST (mesoderm specific transcript) y H19 (imprinted 
maternally expressed transcript (non-protein coding)), en el cáncer de pulmón (Jarrard et al., 
1995 y Nakanishi et al., 2004). Las polisomías, o regiones de amplificación génica, 
afectan a proto-oncogenes como el EGFR (epidermal growth factor receptor) y MYC (v-myc 
avian myelocytomatosis viral oncogene homolog), (Miura et al., 1992 y Testa y Siegfried, 1992).   
En la clínica del cáncer de pulmón es manifiesta la utilidad de los marcado-
res moleculares. Por ejemplo, los tumores no microcíticos de pulmón se han dividi-
do en varios subgrupos basados en las mutaciones conductoras, aquellas que desempeñan 
un papel crucial en la biología del cáncer, como las que implican a KRAS, EGFR, 
EML4-ALK, HER2, BRAF, Met, PKB/AKT1, PI3KCA6, entre otras; y además, las 
mutaciones en EGFR permiten establecer tres subgrupos: 1) mutaciones en EGFR 
asociadas con sensibilidad a fármacos, 2) mutaciones en EGFR asociadas con resis-
tencia primaria a fármacos y 3) mutaciones en EGFR asociadas con resistencia adqui-
rida a fármacos (Pao y Girard, 2011). La caracterización molecular de los tumores es 
la base de la terapia personalizada, que permite “administrar el tratamiento adecuado 
a un paciente concreto y en el tiempo preciso”. 
   
5 La impronta genómica se define como una modificación epigenética del genoma, que depende del 
origen del gameto transmisor. 
6 KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog), EGFR (epidermal growth factor receptor), EML4-ALK 
(echinoderm microtubule associated protein like 4-anaplastic lymphoma receptor tyrosine kinase), HER2 (v-erb-b2 
avian erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2), BRAF (v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B), Met 
(mesenchymal epitelial transcription factor), PKB/AKT1 (protein kinase B), PI3KCA (phosphatidiyl inositide 3 
kinase catalytic subunit). 
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1.4. Los telómeros. 
 
Los extremos de los cromosomas lineales están constituidos por un gran complejo 
núcleo-proteico especial, distinto al resto de la cromatina: los telómeros (Blackburn, 
1994). Barbara McClintock, trabajando con maíz, y Herman Muller, en su trabajo con 
la mosca de la fruta (revisado por Varela y Blasco, 2010) propusieron por primera vez 
en la década de los 30, que los extremos de los cromosomas juegan un importante 
papel garantizando la estabilidad cromosómica. Ambos investigadores establecieron 
que los extremos cromosómicos poseían estructuras especiales requeridas para la 
estabilidad cromosómica. Muller acuñó el término telómero del griego, telos (fin) y 
meros (parte). McClintock señaló que sin estas estructuras finales especiales, los cro-
mosomas podrían fusionarse y romperse en mitosis, y observó que el resultado de la 
inestabilidad cromosómica era perjudicial para las células. Estos estudios pioneros 
establecieron que los telómeros funcionales son requeridos para proteger los extre-
mos de los cromosomas, proporcionar estabilidad cromosómica y asegurar una fiel 
segregación del material genético entre las células hijas tras la división celular (revisa-
do por Aubert et al., 2008). Varias décadas después, diferentes técnicas moleculares 
mostraron que los extremos de los cromosomas consistían en un tándem repetitivo 
de secuencias ricas en guanina (Figura 1.4), (Blackburn, 1994). 
 
Figura 1.4. Extremos cromosómicos de células en metafase. 
Los cromosomas (azul) están teñidos con DAPI (diclorohi-
drato de 4´, 6-diamino-2-fenilindol). Los telómeros han sido 
hibridados con una sonda fluorescente (amarilla) específica 
para las secuencias teloméricas, Hodes et al., 2002. 
 
1.4.1. Longitud y estructura telomérica. 
 
En la población humana normal, la longitud de los telómeros es heterogénea, y 
oscila entre las 5 y 15 Kb. La longitud telomérica está influenciada por factores gené-
ticos y ambientales (Samassekou et al., 2010). 
La longitud de los telómeros varía entre órganos, tejidos y células, como lo de-
mostró uno de los primeros estudios que comparó la longitud telomérica entre híga-
do fetal (≈13 Kb), células de sangre de cordón umbilical (≈ 12 Kb)  y médula ósea de 






Otros grupos han evaluado la variación de la longitud telomérica entre individuos de 
distintas edades, evidenciando que el ritmo de acortamiento telomérico es superior 
en algunos tejidos, debido a la capacidad proliferativa de las células, los mecanismos 
celulares específicos de mantenimiento telomérico, o bien, el microambiente celular 
(Takubo et al., 2002). Además, algunos trabajos han demostrado que existen diferen-
cias en la longitud media de los telómeros entre los diferentes tipos celulares pertene-
cientes a un mismo tejido, como sucede entre las subpoblaciones leucocitarias 
(Hoffmann et al., 2009; Martens et al., 2002; Rufer et al., 1998 y Rufer et al., 1999). Las 
células stem presentan telómeros más largos que las células progenitoras, como lo han 
puesto de manifiesto varios trabajos (Flores et al., 2008; Ziffle et al., 2003 y Vaziri et 
al., 1994). La longitud telomérica también varía entre los cromosomas de una misma 
célula: los teloméros de los brazos cromosómicos 17p, 19p y 20q han resultado ser 
los más cortos, mientras que los de los cromosomas 5p, 3p, 4q y 1p presentan los 
telómeros más largos (Martens et al., 1998; Mayer et al., 2006; Perner et al., 2003 y 
Samassekou et al., 2009). Incluso, se ha demostrado la existencia de variaciones en la 
longitud telomérica entre los brazos de cromosomas homólogos (Londoño-Vallejo et 
al., 2001 y Surrallés et al., 1999). La variabilidad de la longitud telomérica entre indivi-
duos parece estar determinada genéticamente (Slagboom et al., 1994), sin embargo, 
aún no ha sido clarificado si la herencia está ligada al cromosoma X (Nawrot et al., 
2004) o bien es paterna (Njajou et al., 2007; Nordfjäll et al., 2005 y Nordfjäll et al., 
2010). Los loci localizados en 3p26.1, 10q26.13, 12q12.22 y 14q23.2 han sido asocia-
dos con la regulación de la longitud telomérica (Andrew et al., 2006; Mangino et al., 
2008 y Vasa-Nicotera et al., 2005), y el locus  3q26, localizado en las proximidades del 
gen del componente ARN de la telomerasa7, también se ha relacionado con el con-
trol de la longitud telomérica (Codd et al., 2010). Finalmente, es preciso indicar que, 
además del componente genético, ciertos factores ambientales como la obesidad, el 
hábito tabáquico o el estrés se han relacionado negativamente con la longitud telomé-
rica (Collins et al., 2003; Epel et al., 2004; Epel, 2009; Simon et al., 2006 y Valdes et al., 
2005). 
Los telómeros funcionales constituyen estructuras estables que no sufren procesos 
de degradación, recombinación o fusión con otros extremos cromosómicos; y no son 
reconocidos por los sistemas celulares que identifican el daño en el ADN, a pesar de 
que el extremo cromosómico constituye un corte en la doble hebra de ADN (Sandell 
y Zakian, 1993). En cuanto a su estructura, el ADN telomérico, en los organismos 
eucariotas, está integrado por secuencias cortas y repetitivas, que contienen grupos de 
tres o más guaninas (G) en la hebra que constituye el extremo 3’ de los cromosomas, 
7 La enzima telomerasa es una ADN polimerasa capaz de catalizar la adición de nuevas unidades de 
repeticiones teloméricas, TTAGGG, en aquellos tipos celulares en los que se expresa (véase más ade-
lante). 
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también denominada hebra rica en guanina (G-rich strand), (Greider y Blackburn, 
1985). En humanos, la secuencia repetitiva es: 5’TTAGGG/CCCTAA3’ (Meyne et 





Figura 1.5. Representación esquemática de la secuencia telomérica.  
Adaptado de Tropp, 2011 y Lundblad, 2000. 
 
La hebra rica en guanina del ADN telomérico presenta un extremo sobresaliente 
de unos 200 nucleótidos (Wright et al., 1997) a consecuencia del problema de la repli-
cación terminal8 (Gomez et al., 2012). Este extremo sobresaliente puede formar com-
plicadas estructuras, en las que cuatro bases de guanina constituyen una tétrada, y 
varias tétradas superpuestas, que interaccionan mediante enlaces de hidrógeno de 
Hoogsteen, constituyen el G-cuadruplex (Zvereva et al., 2010 y Hänsel et al., 2011), 
(Figura 1.6). La formación de tales estructuras en los telómeros puede suponer un 
problema para la replicación del ADN y para la actuación de telomerasa (Gomez et 
al., 2012). 
Figura 1.6. Representación esquemática de las estructuras G-cuadruplex intra-
moleculares, formadas por cuatro repeticiones teloméricas en humanos. Los bucles 
se representan en color magenta, y las guaninas en conformación anti y syn, se repre-
sentan en colores gris y blanco, respectivamente. Adaptado de Hänsel et al., 2011. 
8 Este concepto hace alusión a la incapacidad de las ADN polimerasas convencionales para copiar 
toda la secuencia de ADN en el extremo 3’, una vez eliminada la secuencia molde. Como resultado se 
produce la pérdida de un fragmento del extremo cromosómico en cada ciclo de replicación. 
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Los telómeros forman grandes estructuras serpenteantes. El ADN telomérico se 
vuelve sobre sí mismo formando una estructura en forma de bucle, o lazo, denomi-
nada bucle T, estabilizado por las proteínas de unión al telómero. El extremo 3’ pro-
tuberante de la hebra rica en guanina invade la doble cadena de repeticiones telomé-
ricas, formando otro bucle, o bucle de desplazamiento, el bucle D (revisado por 





Figura 1.7. Representación esquemática de la 
conformación espacial del telómero. Adaptado 
de Tropp, 2011 y Lundblad, 2000. 
 
Esta estructura compleja representa la primera barrera de protección de los ex-
tremos cromosómicos. La pérdida de la protección telomérica, bien por la pérdida de 
las secuencias repetidas o de las proteínas de unión al telómero, conduce a procesos 
de fusión de los extremos cromosómicos, y finalmente, a la pérdida de la viabilidad 
celular (revisado por Blasco, 2005). 
 
1.4.2. Las proteínas del complejo shelterin. 
 
En los humanos, un conjunto de seis proteínas está unido al ADN teloméri-
co, constituyendo el complejo shelterin, compuesto por: TRF1, TRF2, RAP1, 
TIN2, TPP1 y POT1 (Palm y de Lange, 2008). Este complejo evita la activación de la 
maquinaria de respuesta al ADN dañado (DNA damage response, DDR), a nivel telo-
mérico y participa en la regulación de la actividad telomerasa, a nivel de los extremos 
cromosómicos también (Martínez y Blasco, 2011), (Figura 1.8).  
En células humanas, la primera proteína identificada fue TRF1 (proteína de unión 
a las repeticiones teloméricas, telomeric repeat binding factor 1), (Chong et al., 1995). El 
dominio C-terminal de esta proteína reconoce específicamente al ADN telomérico y 
requiere de la formación de un dímero para unirse firmemente a él. TRF1 es un regu-
lador negativo de la elongación del telómero (Smogorzewska et al., 2000). TRF2 
(proteína de unión a las repeticiones teloméricas, telomeric repeat binding factor 2) tam-




bién es un regulador negativo del alargamiento telomérico (Smogorzewska et al., 
2000) y estabiliza el extremo sobresaliente de la hebra rica en guanina, evitando fu-
siones cromosómicas. La sobre-expresión de un mutante dominante negativo de 
TRF2 puede causar senescencia prematura (Steensel et al., 1998), y la activación de la 
cascada de señales apoptóticas mediadas por ATM y p53 (Karlseder et al., 1999). 
Ambas, TRF1 y TRF2, no permiten la acción de telomerasa, restringiendo o inhi-
biendo de esta forma el alargamiento telomérico  y participan en dos rutas importan-
tes (ATM, ataxia telangiectasia mutated y ATR, ataxia telangiectasia and Rad3 related), sen-
sores del daño en el ADN. Las quinasas ATM y ATR, que señalizan el ADN dañado, 
son capaces de inducir la puesta en marcha de esta vía a nivel telomérico, si la fun-
cionalidad del complejo shelterin está comprometida o los telómeros alcanzan una 
longitud crítica (revisado por  Gomez et al., 2012 y Martínezy Blasco, 2011).  
La proteína TRF2 recluta en los telómeros humanos a RAP1 (proteína represo-
ra/activadora 1, repressor/activator 1), (Li et al., 2000). RAP1 es prescindible para la 
formación de la protección telomérica (telomere capping), como se demostró constatan-
do la viabilidad de los ratones carentes del gen RAP1, en el trabajo de Martínez y 
cols. (Martinez et al., 2010), sin embargo, sí evita la recombinación y fragilidad telo-
mérica (Martinez et al., 2010). Además de su papel en relación a los telómeros, inter-
acciona también con regiones extra-teloméricas, mediante el reconocimiento de la 
secuencia consenso (TTAGGG)2, en concreto, las regiones subteloméricas9 (Blasco, 
2007) constituyen lugares enriquecidos en RAP1 (Martinez et al., 2010). También 
parece desempeñar un papel como modulador en la ruta mediada por el factor nu-
clear NF-kappa β (Teo et al., 2010) y participa en la regulación transcripcional de al-
gunos genes (revisado por Kabir et al., 2010). 
TIN2 (factor nuclear 2 de interacción con TRF1, TRF1-interacting nuclear factor 2), 
modula la poli(ADP)-ribosilación10(Cook et al., 2002)  de TRF1, dependiente de tan-
kirasa 1 (TANK1), alterando la unión de TRF1 a las repeticiones teloméricas. De esta 
manera parece que se controla la elongación del telómero regulando el acceso de 
telomerasa al mismo. TIN2 también co-localiza con dominios de heterocromatina, 
no teloméricos, mediante su interacción con HP1 γ (cromobox homólogo 5, chromobox 
protein homolog 5. Miembro de la familia de proteínas de la heterocromatina, capaz de 
unirse a las histonas y a proteínas no histonas (NCBI)), (revisado por Blasco, 2005).  
9 Las regiones subteloméricas, adyacentes a los telómeros, son ricas en secuencias repetidas de ADN y 
contienen una baja densidad de genes.  
10 La poli(ADP)-ribosilación es una modificación post-traducción que consiste en la adición de una 
cadena de ADP-ribosas. Produce una disminución significativa en la afinidad de TRF1 por el ADN 
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TPP1 (proteína homóloga de la displasia adrenocortical, adrenocortical displasia homo-
logue, ACD), sus funciones se asocian con telomerasa: reclutamiento de la enzima a 
los telómeros y estimulación de la adición de las repeticiones teloméricas por parte de 
la misma (Wang et al., 2007; Lue, 2004; Latrick y Cech, 2010; Tejera et al., 2010; 
Abreu et al., 2010 y Xin et al., 2007).  
POT1 (protección de telómeros 1, protection of telomeres 1) está unida a TPP1. Está 
unión es constante y necesaria para la localización de POT1  a nivel telomérico, y 
también para la regulación de la longitud telomérica mediante la interacción con te-
lomerasa. POT1 actúa regulando la longitud telomérica, activando o inhibiendo a 
telomerasa, dependiendo de su posición en el extremo 3’ sobresaliente de la hebra 
rica en guaninas. POT1 contribuye a la protección telomérica, inhibiendo la forma-
ción de puentes en anafase y evitando la acción de la vía de reparación del ADN, si 
de manera errónea el extremo 3’ sobresaliente se reconoce como ADN dañado 









Figura 1.8. Representación esquemática de las proteínas del complejo shelterin en el 
telómero (parte superior). Detalle de la organización del complejo shelterin (parte 
inferior), Martínez y Blasco, 2011. 
 
Además de las seis proteínas descritas, existen otros factores accesorios al 
complejo shelterin,  y necesarios para el cumplimiento de la función telomérica, que 
se describen a continuación: 
La poli(ADP)-ribosa polimerasa, Tankirasa 1, funciona como un regulador posi-
tivo de la longitud telomérica y está asociada a TRF1. En condiciones normales, la 
elongación de los telómeros está reprimida por el regulador negativo del alargamiento 
Bucle D 
Bucle T 




telomérico TRF1. La incorpora-
ción de unidades de ADP-ribosa a 
TRF1 por Tankirasa 1, elimina 
este estado reprimido y permite el 
acceso de telomerasa a los telóme-
ros, (Figura 1.9). Tankirasa 1 
también se requiere para la resolu-
ción de los complejos de cohesión 
que se forman entre telómeros 
hermanos (revisado por Hsiao y 
Smith, 2008).  
Figura 1.9. Tankirasa 1 como regulador positivo de la longitud telomérica. 
Adaptado de Hsiao y Smith, 2008. 
 
Tankirasa 1 tiene un homólogo muy próximo, Tankirasa 2: la sobre-expresión de 
Tankirasa 2 en el núcleo provoca la retirada de TRF1 de los telómeros, y a largo pla-
zo conduce a la elongación del telómero dependiente de su actividad catalítica de 
poli(ADP)-ribosilación (revisado por Hsiao y Smith, 2008).  
PINX1 (inhibidor de telomerasa 1, de interacción con PIN2/TRF1, 
PIN2/TERF1 interacting, telomerase inhibitor 1) interacciona con TRF1. Esta unión es 
altamente específica y no se ha detectado asociación con TRF2 (Chen et al., 2008). El 
trabajo de los Doctores Xiao Zhen Zhou y Kun Ping Lu ha puesto de manifiesto que 
PINX1 y su dominio TID (dominio inhibidor de telomerasa, telomerase inhibitory do-
main) se unen a la subunidad catalítica de telomerasa, hTERT (subunidad catalítica 
con actividad transcriptasa inversa, human Telomerase Reverse Transciptase) e inhiben su 
actividad. La sobre-expresión de PINX1 o de TID inhibe la actividad telomerasa, 
provoca acortamiento telomérico e induce al estado de crisis11 (Shay y Wright, 2005); 
mientras que la disminución de PINX1 endógeno aumenta la actividad telomerasa y 
provoca elongación de los telómeros (Zhou y Lu, 2001). 
Apollo es una nucleasa reclutada a los telómeros por TRF2. Procesa los extremos 
cromosómicos generados a partir de la hebra conductora durante la replicación del 
ADN, creando una estructura terminal que evita la activación de ATM y resiste a las 
uniones de extremos cromosómicos (Wu et al., 2010).  
11 El estado de crisis o M2 se caracteriza por una abundancia de extremos cromosómicos desprotegi-
dos, fusiones de los extremos cromosómicos, ciclos de rotura-fusión-puente, mitosis catastróficas y 
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El complejo heterotrimérico MRN está integrado por las proteínas MRE11, 
RAD50 y NBS1. En humanos se asocia con los telómeros a través de su interacción 
con TRF2 (Lombard y Guarente, 2000 y Zhu et al., 2000). Es reclutado a las roturas 
de doble hebra para poner en marcha mecanismos de reparación del ADN (Jackson, 
2002 y Valerie y Povirk, 2003) y se requiere para el mantenimiento de la integridad 
telomérica en mamíferos, insectos y plantas (Kironmai y Muniyappa, 1997; Boulton y 
Jackson, 1998; Gallego y White, 2001; Ranganathan et al., 2001; Bi et al., 2004 y Ciap-
poni et al., 2004). Está implicado en la generación del extremo 3’ sobresaliente en 
telómeros humanos (Chai et al., 2006). 
Las proteínas PNUTS (subunidad que dirige a la proteína fosfatasa 1 al núcleo, 
phosphatase nuclear targeting subunit) y MCPH1 (microcefalina 1, microcephalin 1) interac-
cionan directamente con TRF2, y pueden regular la longitud telomérica y la respuesta 
al ADN dañado, respectivamente (Kim et al., 2009).  
Las proteínas WRN (helicasa del síndrome de Werner, Werner syndrome, RecQ heli-
case-like) y BLM (helicasa del síndrome de Bloom, Bloom syndrome, RecQ helicase-like) 
miembros de la familia de las helicasas RecQ, interaccionan con TRF2. Esta interac-
ción estimula de manera notable su actividad helicasa y desenrollan largas regiones 
teloméricas pre-unidas a TRF2 (Opresko et al., 2002). TRF2 también está físicamente 
unido a la endonucleasa Flap 1 (FEN-1), (Muftuoglu et al., 2006) y es requerido 
para la replicación de la hebra retardada de los telómeros, así como para re-iniciar de 
manera eficiente las paradas en la horquilla de replicación (Saharia et al., 2010). 
El complejo de reconocimiento del origen de replicación, ORC (origin recognition 
complex) es también reclutado a los telómeros por TRF2 y es importante para el man-
tenimiento de la función telomérica (Atanasiu et al., 2006). El complejo de nucleasas 
ERCC1-XPF (excision repair cross complementing 1/ xeroderma pigmentosum group F) parti-
cipa en el procesamiento de la hebra sencilla rica en guaninas y está implicado en la 
regulación de la integridad telomérica (revisado por Gomez et al., 2012). El hetero-
dímero Ku70/Ku86, componente central de la recombinación no homóloga, desa-
rrolla un papel importante en relación a la funcionalidad telomérica: protege a los 
telómeros frente la degradación y la recombinación inter-cromosómica; y también 









1.4.3. Los telómeros y el problema de la replicación terminal. 
 
La protección telomérica es clave para amortiguar la pérdida de material genético 
en cada ronda de división celular, por el denominado “problema de la replicación 
terminal”. En el año 1972, James Watson escribió: mientras que el crecimiento orientado en 
dirección 5’ hacia 3’ debería avanzar de manera fluida hasta el final de la hebra molde, no veo una 
manera simple para que el crecimiento en dirección 3’ hacia 5’, alcance el extremo 3’ de su hebra 
molde (Watson, 1972). Efectivamente, las ADN polimerasas convencionales son inca-
paces de replicar de manera completa las moléculas de ADN lineales, este es el de-
nominado problema de la replicación terminal. Las ADN polimerasas copian el 
ADN en dirección 5' 3' y no puedan comenzar la síntesis de novo; por eso emplean 
pequeños fragmentos de ARN como cebadores. La denominada hebra conductora 
puede ser sintetizada de manera continua, sin embargo, la hebra retardada se sintetiza 
en forma de pequeños fragmentos de ADN (fragmentos de Okazaki), cebados por 
ARN. Una vez completada la síntesis, los cebadores de ARN son eliminados y los 
fragmentos de ADN, ligados. La eliminación del cebador más distal en el extremo 5’ 
da lugar a un hueco de unas 8-12 nucleótidos, causando, por tanto, la pérdida de ma-
terial genético terminal cada vez que la célula replica su ADN (revisado por Vega et 
al., 2003). Esta replicación del ADN da lugar a un producto de extremos romos, a 
partir de la síntesis de la hebra conductora que requiere una digestión nucleolítica en 
dirección 5' 3' para generar el extremo 3’ sobresaliente y permitir la formación de la 
estructura telomérica. El producto de la síntesis de la hebra retardada presenta un 
pequeño extremo sobresaliente, tras la eliminación del cebador, que parece ser sufi-
ciente para configurar una estructura telomérica funcional (revisado por Verdun y 
















Figura 1.10. El problema de la replicación terminal y el procesamiento de los extre-
mos cromosómicos. Adaptado de Vega et al., 2003. 
 
En cada división celular, los telómeros se acortan a causa del problema de la repli-
cación terminal y del procesamiento de los extremos cromosómicos por nucleasas 
(revisado por Samassekou et al., 2010). Cuando los telómeros alcanzan una longitud 
crítica, o se altera el complejo núcleo-proteico, son reconocidos como puntos de 
ADN dañado y provocan la muerte de la célula o la entrada en senescencia. En célu-
las humanas, las vías dependientes de p53 y RB (retinoblastoma) son las responsables 
de monitorizar la disfunción telomérica (revisado por Samassekou et al., 2010 y Ver-
dun y Karlseder, 2007). Las células que continúan dividiéndose y superan su límite 
replicativo normal, pierden la protección telomérica residual y entran en el estado de 
crisis, caracterizado por una inestabilidad genómica masiva y muerte celular. Algunos 
clones de células transformados emergen, y aunque la activación de telomerasa no es 
esencial para la adquisición de un fenotipo transformado, muchas células que escapan 
de manera exitosa del estado de crisis, han reactivado la actividad telomerasa. La 
reactivación de la enzima en células con telómeros críticamente cortos permite el 
establecimiento de clones inmortales y genéticamente inestables, evento que consti-
tuye un paso clave para el desarrollo del cáncer. Sin embargo, la reactivación de te-
lomerasa en células que no han llegado al estado de crisis evita alcanzar la inestabili-




dad genómica mediada por el acortamiento telomérico (revisado por Verdun y Karls-




Figura 1.11. Acortamiento telomérico, muerte celular, senescencia y cáncer. Las células 
se dividen de manera exponencial, y los telómeros se acortan desde una longitud media de 15 
Kb hasta alcanzar una longitud crítica, en torno a 4-6 Kb. Entonces se produce la parada del 
ciclo celular o la muerte de la célula (azul). La activación de telomerasa antes de este evento 
permite a las células dividirse de manera indefinida y mantener la estabilidad genómica (ver-
de). Si las rutas de p53 y RB están afectadas, las células continúan dividiéndose (naranja) 
hasta perder por completo la protección telomérica, alcanzándose la fase de crisis, muerte 
celular e inestabilidad genómica masiva (rosa oscuro). Si la telomerasa es reactivada antes de 
que la erosión telomérica sea completa, las células son rescatadas de la inestabilidad genómica 
(rosa claro). Sin embargo, la reactivación de telomerasa tras la acumulación de mutaciones, 
agudiza la inestabilidad genómica, permitiendo que algunos clones portadores de múltiples 
mutaciones escapen de la muerte celular. Estas células están predispuestas a la transforma-







El acortamiento telomérico no sólo se produce como consecuencia de la replica-
ción celular. El ambiente celular también juega un importante papel regulando la 
longitud telomérica y la actividad telomerasa. El estrés oxidativo puede causar acor-
tamiento telomérico y los antioxidantes  pueden decelerarlo (Zglinicki et al., 1995 y 
Zglinicki, 2002). El estrés psicológico está asociado de manera significativa con ma-
yores niveles de estrés oxidativo, menor actividad telomerasa y menor longitud telo-
mérica, como se evidenció en las células mononucleares de sangre periférica de ma-
dres sanas de niños crónicamente enfermos, premenopáusicas, vs. madres sanas de 
niños sanos, premenopáusicas (Epel et al., 2004). El diagnóstico y tratamiento del 
cáncer deriva en muchos pacientes en una respuesta de estrés crónico. El estudio 
presentado por el Doctor Edward Nelson, jefe de la Unidad de Hematolo-
gía/Oncología de la Universidad de California, Irvine, en la 102 Conferencia anual de 
la Asociación Americana para la Investigación del Cáncer (AACR, American Associa-
tion for Cancer Research, AACR) en Orlando, Florida, revela la importancia del apo-
yo psicológico a mujeres con cáncer de cuello uterino para tratar el estrés y modular 
la longitud telomérica (http://www.aacr.org/home/public--media/aacr-in-the-
news.aspx?d=2341).  
 
1.4.4. Otras funciones de los telómeros. La cromatina telomérica y 
la transcripción telomérica. 
 
Los telómeros constituyen las agujas del reloj que cuenta las divisiones celulares e 
impone un límite superior (Greaves, 2002). Los telómeros desempeñan diversas 
funciones, entre las que se incluyen: la protección de los cromosomas ante procesos 
de degradación, fusión y recombinación, que amenazarían a su integridad (Griffith et 
al., 1999a); participan en la organización de la arquitectura nuclear y desempeñan un 
papel importante en la segregación cromosómica durante la mitosis y meiosis (Kirk et 
al., 1997). También están implicados en el apareamiento de cromosomas homólogos 
en la profase meiótica (Scherthan et al., 1996) y presentan puntos de anclaje con la 
matriz nuclear, responsables de la organización nuclear durante la interfase (Ludérus 
et al., 1996).   
La cromatina telomérica presenta marcas epigenéticas que son características de 
la heterocromatina constitutiva12 (Brown, 2008), como la trimetilación de histonas y 
12 La heterocromatina constitutiva es una característica permanente de todas las células y representa 
ADN que no contiene genes, por lo que  siempre puede mantenerse en una organización compacta. 
Esta fracción comprende al ADN centromérico y telomérico, así como a ciertas regiones de otros 
cromosomas, como por ejemplo, la mayor parte del cromosoma humano Y.  
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la hipermetilación del ADN (revisado por Blasco, 2007). Esto indica que existe un 
nivel superior para controlar la longitud y estructura telomérica. Las diferentes modi-
ficaciones epigenéticas a nivel telomérico contribuyen a mantener la cromatina en un 
estado “cerrado” o “silenciado”, que permite regular el acceso de telomerasa, o de 
otros mecanismos de elongación telomérica, a los telómeros. Los cambios en las 
marcas epigenéticas van acompañados de una elongación anormal de los telómeros y 
una unión incrementada de factores de unión a las repeticiones teloméricas, como 
TRF1 (revisado por Blasco, 2005). La organización específica de la cromatina telo-
mérica afecta también al denominado Efecto de posición telomérico (TPE, telo-
mere position effect), (Koering et al., 2002). Este concepto hace alusión al control 
transcripcional de genes localizados cerca de los telómeros. Así, el ensayo in vitro de 
Catherine Elaine Koering y cols., puso de manifiesto que la expresión del gen reportero 
EGFP, localizado cerca del telómero, aumentaba tras un primer tratamiento con una 
dosis subtóxica de Tricostatina A, inhibidor de la histona deacetilasa (Koering et al., 
2002). Por último, resulta interesante mencionar que el efecto de posición telomérico 
puede estar implicado en la regulación del gen hTERT, con una particular localiza-
ción cromosómica, en el extremo más distal del cromosoma 5 (Leem et al., 2002; 
Shay y Wright, 2000 y Bryce et al., 2000). Es posible que este efecto esté implicado en 
el control de la longitud telomérica en la línea germinal humana, donde hay actividad 
telomerasa, para asegurar que no tenga lugar un súper alargamiento telomérico. La 
subunidad catalítica de la telomerasa de ratón tiene una localización cromosómica 
interna; los ratones presentan telómeros de una longitud superior a los de los huma-
nos, es posible que esto refleje la pérdida del efecto de posición telomérica en ratones 
sobre el gen mTERT, con una localización interna en el cromosoma 13 (Shay y 
Wright, 2000 y Greenberg et al., 1998). 
Los telómeros han sido considerados estructuras transcripcionalmente silentes. 
Sin embargo, los telómeros se transcriben en una variedad de moléculas de ARN, 
no codificantes (ncRNA, non-coding RNA) que constituyen el transcriptoma teloméri-
co. Entre estos, el denominado TERRA (telomeric repeat –containing RNA) o TelRNA, 
fue el primero que se describió en células de mamíferos y posteriormente en otros 
organismos (pez cebra, Arabidopsis thaliana, Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccharomyces 
pombe), (Bah et al., 2012; Arora et al., 2011; Azzalin et al., 2007; Luke et al., 2008; 
Vrbsky et al., 2010; Schoeftner y Blasco, 2008 y Greenwood y Cooper, 2012). Las 
moléculas de TERRA se transcriben a partir de las regiones inmediatamente prece-
dentes a los telómeros, hacia el extremo de los cromosomas, principalmente es la 
ARN polimerasa II ADN dependiente (RNAPII) la que desarrolla este proceso, em-
pleando como molde la hebra enriquecida en citosinas. TERRA permanece asociado 






forma parte de la heterocromatina telomérica (Bah et al., 2012; Azzalin et al., 2007; 
Luke et al., 2008 y Schoeftner y Blasco, 2008). Los promotores que orquestan la 
transcripción de TERRA se han identificado en regiones subtelómericas, enriqueci-
das en islas CpG, de células humanas (de Farnung et al., 2010 y Nergadze et al., 2009). 
La metilación de citosinas del promotor de TERRA, mediada por las ADN metil-
transferasas (DNMT) 1 y 3b, se relaciona negativamente con la unión de RNAPII al 
promotor de TERRA y con los niveles de TERRA, sugiriendo que la metilación de 
citosinas reprime la actividad transcripcional del promotor de TERRA (Nergadze et 
al., 2009). TERRA/TelRNA parece estar implicado en la regulación negativa de la 
actividad telomerasa: sus niveles son prácticamente indetectables en embriones de 
ratón (entre los días 11.5 y 15.5 de gestación), etapa en la que es requerida una activi-
dad telomerasa suficiente para el mantenimiento de las secuencias teloméricas ante la 
rápida división celular; se acumula en tejidos adultos que, mayoritariamente, han per-
dido la actividad telomerasa y los bajos niveles que presenta en muestras de cáncer 
humano podrían reflejar un mecanismo que asegure el óptimo mantenimiento telo-
mérico por telomerasa, mientras las células proliferan indefinidamente en el proceso 
tumoral (Schoeftner y Blasco, 2008). Incluso se han propuesto distintos modelos 
para explicar el secuestro de TERRA por telomerasa (Redon et al., 2010); pero el re-
ciente hallazgo del Doctor Claus Azzalin y cols. desafía este aserto, mostrando que en 
las células de carcinoma colorrectal HCT116, carentes de las metiltransferasas 
DNMT1 y DNMT3b, con la eliminación completa del patrón de metilación de TE-
RRA y niveles de TERRA aumentados, la enzima telomerasa es capaz de elongar los 
















1.5. Mecanismos de mantenimiento telomérico. 
 
1.5.1. La telomerasa. Estructura y regulación de telomerasa. 
 
En el año 1985, las Doctoras Carol Greider y Elizabeth Blackburn mostraron la 
existencia de una particular actividad enzimática identificada en extractos nucleares 
de Tetrahymena, capaz de elongar una secuencia sintética de un oligonucleótido telo-
mérico (TTGGGG)4 (Greider y Blackburn, 1985). La denominaron “transferasa ter-
minal del telómero”, abreviado como “telomerasa”13.  
En humanos, la ribonucleoproteína telomerasa está compuesta por la subunidad 
catalítica hTERT, (telomerase reverse transcriptase, componente enzimático con actividad 
transcriptasa reversa) y el componente ARN, hTER (human telomerase RNA), y una 
serie de proteínas específicas accesorias (revisado por Wyatt et al., 2010). 
El componente ARN de telomerasa, TER, transcrito por la ARN polimerasa 
II, (revisado por Gallardo y Chartrand, 2008) incluye en el extremo 5' la secuencia 
molde para la adición de repeticiones teloméricas al extremo cromosómico, en aque-
llas células en las que hay actividad telomerasa. En el extremo 3' incluye la estructura 
secundaria H/ACA, que constituye el sitio de unión de la proteína disquerina (revisa-
do por Artandi y DePinho, 2010). La disquerina es una proteína nucleolar, codificada 
por el gen DKC1, alterado en la disqueratosis congénita (Mason et al., 2005 y Kirwan 
y Dokal, 2008) ; y está asociada con la telomerasa activada, como se ha verificado en 
los extractos celulares de cáncer humano. La disquerina es una proteína crítica para el 
ensamblaje de telomerasa y para la estabilidad de TERC, y está asociada a las ribonu-
cleoproteínas NHP2, NOP10 y GAR1 (revisado por Artandi y DePinho, 2010). El 
heterotrímero integrado por disquerina, NHP2 y NOP10 es necesario para la estabi-
lización y acumulación de hTER in vivo (Fu y Collins, 2007), la proteína GAR1 se une 
al dominio H/ACA para producir una ribonucleoproteína biológicamente funcional 
(Darzacq et al., 2006). Las ATPasas pontina y reptina interaccionan con disquerina, y 
son requeridas para la estabilidad de disquerina y hTER in vivo (Venteicher et al., 
2008).  
13 En el año 2009, fueron galardonadas, junto con Jack W. Szostak, con el Premio Nobel de Fisiología 
y Medicina por el descubrimiento de cómo los cromosomas están protegidos por los telómeros y el 
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El componente ARN de telomerasa presenta también un dominio CAB, Cajal 
body, región de unión de la proteína TCAB1, telomerase Cajal body protein 1, (revisado 
por Artandi y DePinho, 2010), (Figura 1.12). Los cuerpos de Cajal son estructuras 
subnucleares dinámicas, implicadas en distintos procesos, entre los que se incluyen la 
modificación y el ensamblaje de los snRNAs (small nuclear RNAs, ARNs nucleares 
pequeños), la maduración de las ribonucleoproteínas del espliceosoma y la madura-
ción de los ARN mensajeros de las histonas (Deryusheva y Gall, 2009; Mahmoudi et 
al., 2010 y Nizami et al., 2010). Los cuerpos de Cajal acumulan telomerasa y se aso-
cian transitoriamente con los telómeros (Jády et al., 2006 y Zhu et al., 2004). En con-
creto, durante la fase S del ciclo celular, una fracción de los cuerpos de Cajal colocali-
za con los telómeros o con la telomerasa (Jády et al., 2006 y Li et al., 2010). La acumu-
lación de telomerasa en los cuerpos de Cajal está mediada por la proteína WDR79, 
que también se ocupa del transporte de telomerasa a los telómeros. Por esta actividad 
fue renombrada como TCAB1, telomerase Cajal body protein 1 (Tycowski et al., 2009 y 
Venteicher et al., 2009). En ratones, el componente ARN de telomerasa, mTER, no 
se acumula en los cuerpos de Cajal. El dominio CAB en mTER es idéntico al de hu-
manos, pero hTER expresado de manera exógena en células de ratón sí se acumula 
en los cuerpos de Cajal; y ambos, hTER y mTER, son capaces de localizarse en los 
telómeros (Tomlinson et al., 2010); sugiriendo que, quizás, los cuerpos de Cajal no 
son esenciales para el reclutamiento de telomerasa a los telómeros. Y así lo ha de-
mostrado el trabajo reciente del Doctor J. Lewis Stern y cols.: la proteína TCAB1 es 
capaz de acompañar a la telome-
rasa a los telómeros, por un me-
canismo independiente a los 
cuerpos de Cajal. Los cuerpos de 
Cajal serían responsables de 
concentrar cantidades limitantes 
de telomerasa en una región del 
nucleoplasma, y en situaciones 
de sobre-expresión de telomera-
sa, TCAB1 es capaz de reclutarla 
a nivel telomérico (Stern et al., 
2012).                              
 
Figura 1.12. Representación esquemática de telomerasa. Las esferas azules represen-
tan a las proteínas asociadas a telomerasa, NHP2, NOP10 y GAR1. Las esferas ver-
des representan a las ATPasas reptina y pontina. TERT, componente enzimático y 
TERC, componente ARN de telomerasa. Adaptado de Artandi y DePinho, 2010. 




El componente enzimático de telomerasa, TERT, y la actividad catalítica, es-
tán suprimidos en los tejidos somáticos humanos. En las células de la línea germinal y 
tumorales, la expresión y la actividad enzimática están elevadas. Análisis más precisos 
de muestras humanas han evidenciado que existen niveles moderados de actividad 
telomerasa en tejidos proliferativos con una tasa de renovación elevada, como la mé-
dula ósea, la piel, el tracto gastrointestinal y los testículos, así como en linfocitos acti-
vados. En estos tejidos con una alta tasa de renovación, la telomerasa es más activa 
en los compartimentos celulares donde residen las células stem/ progenitoras (revisa-
do por Artandi y DePinho, 2010). Numerosos estudios han demostrado que la ex-
presión de hTERT es altamente específica en las células tumorales y está estrecha-
mente relacionada con la actividad telomerasa, mientras que las otras subunidades de 
la telomerasa se expresan de manera constitutiva en las células normales y tumorales. 
En células tumorales, la actividad transcripcional del gen de hTERT está específica-
mente sobre-activada. Se han identificado numerosos factores que regulan la ex-
presión de hTER a nivel de su promotor. Entre ellos se pueden incluir: factores 
celulares de transcripción, como c-Myc, Sp1 y la proteína AP-2 (Activating Enhan-
cer-binding Protein-2), activadores de la expresión de hTERT. En el promotor de 
hTERT también se han identificado sitios de unión para el factor-1 inducible por 
hipoxia, HIF-1, con resultados opuestos sobre la actividad transcripcional de hTERT 
según el tipo tumoral considerado. En el caso de HIF-2, los resultados también resul-
tan contradictorios; provoca un aumento en la expresión de hTERT en el carcinoma 
de células renales, y actúa como represor en las células de glioma. AP-1 suprime la 
actividad telomerasa actuando como un represor transcripcional sobre el promotor 
de hTERT en células humanas, sin embargo, la telomerasa de ratón y mTERT no 
resultan afectados por AP-1. Las hormonas también ejercen un papel regulador so-
bre hTERT. Los estrógenos activan la transcripción de hTERT, los andrógenos tam-
bién activan la transcripción del ARNm de hTERT, en células de cáncer de próstata 
sensibles a andrógenos, pero su papel no es debido a la activación del promotor de 
hTERT. La progesterona ejerce efectos diversos sobre la expresión del ARNm de 
hTERT en células de cáncer de mama positivas para el receptor de progesterona, 
dependientes del tiempo de exposición a la hormona. En relación a las citoquinas, el 
factor de crecimiento epidérmico, EGF, epidermal growth factor, activa al promotor de 
hTERT y el TGF-β, transforming growth factor beta, actúa como un represor transcrip-
cional de hTERT. Las oncoproteínas HER2/Neu, Ras y Raf facilitan la expresión 
de hTERT, a través de un miembro de la familia de factores de transcripción Ets en 
células no tumorales hTERT negativas. En cuanto a los represores de hTERT, la 
proteína p53 es capaz de formar un complejo con Sp1, interrumpiendo la actividad 






del tumor de Wilms, reprime la transcripción de hTERT es ciertos tipos celulares 
(revisado por Kyo et al., 2008).  
La modulación epigenética del promotor de hTERT ofrece una nueva herra-
mienta para comprender su regulación. En el promotor de hTERT se localiza un 
grupo de islas CpG, suscitando la idea de que la metilación de las citosinas juega un 
importante papel en la regulación de hTERT; sin embargo, los resultados ofrecidos 
son contradictorios. Algunos grupos han demostrado que la metilación del promotor 
de hTERT causa el silenciamiento del gen, mientras otros no han hallado una corre-
lación significativa entre la expresión de hTERT y la metilación de su promotor. Las 
histonas acetilasas (HATs, histone acetylases), y las histonas desacetilasas (HDACs, histo-
ne deacetylases) provocan la acetilación y desacetilación de la cromatina, respectivamen-
te, y también desempeñan papeles esenciales en la regulación de la expresión de 
hTERT. Las histonas también están sujetas a procesos de metilación, implicados en 
la regulación de hTERT (revisado por Daniel et al., 2012). 
 
1.5.2. Telomerasa, más allá de los telómeros.  
 
Además del consabido papel de telomerasa a nivel telomérico, desempeña otras 
acciones extra-teloméricas. El componente enzimático de telomerasa, TERT, está 
implicado en la reparación del ADN e induce la expresión de proteínas relacionadas 
con el crecimiento celular, como el factor de crecimiento epidérmico, EGFR, en cé-
lulas epiteliales mamarias (revisado por Bollmann, 2008). Las funciones de telomera-
sa no están limitadas exclusivamente al núcleo: la actividad de la telomerasa está es-
trictamente regulada, y esto implica el transporte entre distintos compartimentos 
celulares. El reciente trabajo del Doctor Chatchawan Singhapol y cols. ha puesto de 
manifiesto que TERT se transporta desde el núcleo a la mitocondria en situaciones 
de estrés oxidativo, en células tumorales. Han hallado una correlación significativa 
entre la localización nuclear de telomerasa y el daño elevado en el ADN, sin embar-
go, las células que excluyen a la telomerasa del núcleo no presentaban daño en el 
ADN, o este era leve. La localización mitocondrial de telomerasa protege al núcleo 
del daño en el ADN y de la apoptosis, en contraste, la localización nuclear de telome-
rasa se relaciona con una alta proporción de ADN dañado y apoptosis. El daño en el 
ADN puede estar originado por la producción mitocondrial de especies reactivas de 
oxígeno, ROS, reactive oxygen species. El Doctor Chatchawan Singhapol y cols. han de-
mostrado específicamente que la localización mitocondrial de telomerasa evita el 
daño en el ADN disminuyendo los niveles de especies reactivas de oxígeno mitocon-
driales (Singhapol et al., 2013). Telomerasa desempeña también acciones anti-




apoptóticas independientes de su actividad catalítica (revisado por Bollmann, 2008) y 
es crucial para garantizar la función y el potencial replicativo de las células madre. En 
la revisión de los Doctores Luís E. Donate y María A. Blasco  se detalla el modelo 
que relaciona la función telomérica en células madre adultas con el cáncer y el enve-
jecimiento. Las células madre adultas residen en compartimentos tisulares específicos, 
denominados nichos, enriquecidos en células con telómeros largos. En organismos 
jóvenes o adultos, con una reserva telomérica suficiente, las células madre adultas repue-
blan los tejidos de manera eficiente y reparan las lesiones tisulares, si es necesario. En 
los organismos envejecidos, los telómeros de las células madre pueden estar excesi-
vamente acortados, haciendo que la movilización de las células madre y su capacidad 
para reparar tejidos sea menos eficiente. Cuando los telómeros han alcanzado una 
longitud crítica, son reconocidos como puntos de ADN dañados impidiéndose la 
movilización de las células madre fuera de sus nichos. De esta manera se reduce la 
probabilidad de que células con alteraciones se movilicen a los tejidos, disminuyendo 
el riesgo de cáncer. La última consecuencia de esta restricción es el fallo orgánico 
como resultado de la degeneración tisular. Sin embargo, si telomerasa se reactiva, 
especialmente en un contexto de mutaciones en los genes supresores tumorales, las 
células alteradas pueden movilizarse a los tejidos e iniciar un tumor (revisado por 
Donate y Blasco, 2011).  
 
1.5.3. Telomerasa y patologías asociadas. 
 
La pérdida de la estabilidad de telomerasa que limita la capacidad proliferativa de 
las células hematopoyéticas y epiteliales da lugar a un trastorno cutáneo degenerativo, 
caracterizado por la pigmentación reticulada de la piel, atrofia ungueal, leucoplasia e 
insuficiencia de la médula ósea, designado como disqueratosis congénita (Fitzpa-
trick, 2010). Hasta un total de 6 genes (DKC1, TERT, TERC, NOLA2, NOLA3, 
TINF214) han sido identificados como responsables de esta patología (Mialou et al., 
2013). Otras enfermedades como la anemia aplásica (Rodak, 2004 y Vulliamy et al., 
2002), el síndrome de Hoyeraal-Hreidarsson (Hoyeraal et al., 1970; Hreidarsson et 
al., 1988 y Knight et al., 1999) y la fibrosis pulmonar idiopática (DeLeón, 200415 y 
Armanios, 2012) se relacionan con mutaciones en la telomerasa. 
14 DKC1, disqueratosis congénita 1, disquerina. TERT, telomerasa transcripatasa reversa. TERC, com-
ponente ARN de telomerasa. NOLA2, ribonucleoproteína NHP2. NOLA3, ribonucleoproteína 
NOP10. TINF2, factor nuclear 2 de interacción con TRF1, TIN2.  
15 La anemia aplásica es un síndrome de insuficiencia de la médula ósea. El síndrome de Hoyeraal-
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 1.5.4. Telomerasa en el contexto telomérico. 
 
La actividad telomerasa contrarresta el acortamiento telómerico derivado del pro-
blema de la replicación terminal. En los tumores se ocupa de mantener estable  la lon-
gitud telomérica con el fin de preservar la capacidad proliferativa de las células (revi-
sado por  Samassekou et al., 2010). No obstante, los telómeros de las células tumora-
les presentan, en general, una longitud inferior a los de las células no tumorales, de-
bido a la acusada historia replicativa de las células tumorales en ausencia de telomera-
sa (revisado por Blasco, 2005). Aunque inicialmente fue establecido que telomerasa 
elongaba preferencialmente los telómeros más cortos (Steinert et al., 2000; Ouellette 
et al., 2000 y Bianchi y Shore, 2008), en el trabajo del Doctor Yong Zhao y cols., con 
las líneas celulares HeLa y H129916, se demuestra que telomerasa no es reclutada de 
manera preferente a los telómeros más cortos, sino que es capaz de actuar sobre to-
dos los telómeros cuando sus longitudes son homogéneas (Zhao et al., 2009).  
El reclutamiento de la enzima a los telómeros humanos es un mecanismo comple-
jo, y aún no ha sido completamente dilucidado, pero implica la asociación de la en-
zima con los cuerpos de Cajal y la interacción de telomerasa con TPP1 (revisado por 
Stewart et al., 2012). En las células de cáncer humanas las hebras ricas en guanina de 
la mayoría de los extremos cromosómicos son ampliadas por telomerasa inmediata-
mente después de su replicación, que tiene lugar a lo largo de la fase S del ciclo celu-
lar. Sin embargo, la síntesis de la hebra rica en citosinas por la maquinaria convencio-
nal de replicación del ADN, sucede tardíamente en la etapa S/G2, por tanto ambos 
procesos acaecen de manera descoordinada (Zhao et al., 2009). La reacción catalizada 




una enfermedad caracterizada por la presencia de una respuesta fibroproliferativa pulmonar difusa que 
conduce a una destrucción rápida del parénquima neumónico.   
16 HeLa, células epiteliales humanas procedentes de un carcinoma de cuello uterino. H1299, células 
humanas procedentes de un carcinoma de pulmón de células no microcítico.   
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Figura 1.13. Actividad catalítica de telomerasa. La actividad catalítica de telomerasa pue-
de dividirse en dos pasos: la adición de nucleótidos (izquierda), mecanismo común a todas 
las polimerasas y la translocación del molde de ARN (derecha, caja azul), propiedad única de 
la telomerasa. Tras el ensamblaje del núcleo catalítico de telomerasa, integrado por TERT (el 
componente enzimático, en gris) y TR (el componente ARN, en verde), con la secuencia de 
ADN telomérico, un total de seis nucleótidos se añaden secuencialmente (representados en 
color violeta). La secuencia telomérica es elongada mediante un proceso que comprende 
varios pasos, entre los que se incluyen la separación del híbrido ADN/ARN, la realineación 
del molde de ARN de telomerasa con la secuencia de ADN telomérico y la formación del 












1.5.5. La ALTernativa a telomerasa. 
 
La mayoría de los tumores (85-90%) recurren a la enzima telomerasa para garanti-
zar su potencial replicativo ilimitado. Sin embargo, aproximadamente un 10% de los 
tumores humanos emplean un mecanismo alternativo para mantener sus telómeros. 
Es el conocido mecanismo ALT, alternative lengthening of telomeres. Tumores como los 
osteosarcomas, los sarcomas pleomórficos indiferenciados, los leiomiosarcomas, los 
astrocitomas17  de grado 2 y 3 y los tumores pancreáticos neuroendocrinos recurren a 
esta estrategia de mantenimiento telomérico. Las células que emplean los mecanis-
mos ALT para mantener sus telómeros presentan algunas características particulares: 
longitudes teloméricas altamente heterógeneas y abundante ADN telomérico extra-
cromosómico. En los cánceres más frecuentes, los carcinomas, derivados del tejido 
epitelial, los mecanismos ALT son relativamente raros. Probablemente porque los 
tejidos epiteliales altamente proliferativos expresan niveles moderados de telomerasa, 
y así, durante el proceso oncogénico es más probable que estás células mantengan sus 
telómeros incrementado la expresión de la enzima (revisado por Verdun y Karlseder, 
2007 y Shay et al., 2012).  
El mecanismo molecular para la síntesis alternativa de los telómeros, (Figura 1.14) 
aún no es bien conocido, pero podría asemejarse al modelo de reparación por re-
combinación homóloga conservativo, 
BIR, break-induced replication, según el 
cual el extremo de una hebra de ADN 
invade una secuencia homóloga e ini-
cia la replicación del ADN, empleando 
la secuencia homóloga como molde. 
También se especula que sea el ADN 
telomérico extra-cromosómico, en 
forma circular, el que actúe como 
molde (revisado por Verdun y Karlse-
der, 2007 y Shay et al., 2012).  
Figura 1.14. Mecanismos alternativos 
para el mantenimiento telomérico. 
Adaptado de Shay et al., 2012. 
17 Los osteosarcomas, o sarcomas osteogénicos, son tumores que se inician en los huesos. El sarcoma 
pleomórfico indiferenciado, también conocido como histocitoma fibroso maligno se encuentra con más 
frecuencia en los brazos o las piernas. Los leiomiosarcomas son tumores malignos de los músculos 
lisos. Los astrocitomas se inician en el cerebro o en la médula espinal. (http://www.cancer.org).  
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1.5.6. La terapia antitumoral basada en telomerasa. 
 
Los telómeros y la telomerasa desempeñan papeles esenciales en el proceso tumo-
ral, y constituyen dianas terapéuticas prometedoras en la terapia anticancerígena: la 
mayoría de las células tumorales humanas presentan telómeros, en general, de una 
longitud inferior a los de las células no tumorales y, en torno al 80-90% de los tumo-
res humanos presentan actividad telomerasa (revisado por Shay y Wright, 2010; Deng 
y Chang, 2007 y Martínez y Blasco, 2011). 
Existen varias terapias dirigidas a telomerasa en fase de ensayo clínico, que son 
efectivas en el ámbito preclínico. Entre ellas se incluyen: el inhibidor de la actividad 
enzimática imetelstat (en tumores no microcíticos de pulmón, mieloma múltiple y 
cáncer de mama; fase 2); la inmunoterapia dirigida a epítopos de telomerasa expresa-
dos sólo en células tumorales (cáncer de páncreas; fase 3) y la viroterapia, que implica 
el uso del promotor de hTERT como regulador de genes adenovirales y que sólo 
elimina a las células positivas para telomerasa (revisado por  Ouellette et al., 2011). 
Los mecanismos ALT para el mantenimiento de las secuencias teloméricas no deben 
ser desdeñados cuando se contemplan las terapias antitelomerasa: los tumores que 
emplean esta alternativa para elongar los telómeros no responden a estas terapias, y 
los tumores que expresan telomerasa podrían volverse resistentes recurriendo a los 
mecanismos ALT, como se ha demostrado en el trabajo del Doctor Jian Hu y cols., 
en ratones (Hu et al., 2012). Además, algunos tumores podrían emplear ambos meca-
nismos para mantener sus telómeros, y se desconoce si ambos mecanismos podrían 
activarse de manera simultánea en las mismas células. Por tanto, aunque ALT sea un 
mecanismo minoritario debe ser considerado, y las terapias que combinen inhibido-
res frente a ambas estrategias de mantenimiento telomérico deberían ser, en conse-













1.6. Función telomérica. Senescencia replicativa, muerte 
celular y cáncer. 
 
Las células somáticas poseen un potencial replicativo limitado. Los trabajos de 
Hayflick y Moorhead, con células fetales humanas, a comienzos de la década de los 
60, fueron pioneros en el establecimiento de este concepto: las células primarias ais-
ladas a partir de tejidos y crecidas en cultivo poseían una capacidad replicativa finita. 
Un vez que alcanzan su límite replicativo, límite de Hayflick, las células permanecen 
en un estado senescente (Hayflick, 1965 y Hayflick y Moorhead, 1961). El concepto de 
senescencia replicativa está limitado a aquellas células mitóticamente competentes 
y que han experimentado una parada del ciclo celular como consecuencia del acor-
tamiento telomérico (Muller, 2009). Los telómeros disfuncionales18, es decir, los 
que no son capaces de ejercer sus funciones protectoras, son reconocidos como ro-
turas en la doble hebra que impactan directamente sobre las rutas supresoras de tu-
mores mediadas por p53 y/o RB, retinoblastoma, para inducir la expresión de las 
proteínas p21 (proteína codificada por CDKN1A, inhibidor de quinasa dependiente 
de ciclina 1A) e INK4A (también designada como p16 y codificada por CDKN2A, 
inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 2A). Los telómeros disfuncionales pro-
vocan la activación de las quinasas ATM o ATR. Una vez activadas, estas quinasas 
fosforilan factores situados en puntos inferiores de su cascada de señalización, entre 
los que se incluyen CHK1 (checkpoint kinase 1) y CHK2 (checkpoint kinase 2), que a su 
vez fosforilan a p53. La fosforilación de p53 origina el desplazamiento de la proteína 
MDM2 (murine doublé minute 2), regulador negativo de p53, liberándolo de la degrada-
ción, y estimulando la expresión del inhibidor de quinasa dependiente de ciclina p21, 
diana transcripcional de p53. p21 inhibe la progresión del ciclo celular mediante la 
inhibición de las quinasas dependiente de ciclinas. La inhibición de las quinasas de-
pendientes de ciclinas permite el mantenimiento de la forma hipofosforilada de re-
tinoblastoma, que retiene al factor E2F, impidiendo la progresión del ciclo celular 
(revisado por Stengel et al., 2009 y Deng et al., 2008). Además de limitar la progresión 
del ciclo celular, e inducir la entrada en senescencia, los telómeros disfuncionales 
pueden promover la apoptosis dependiente de p53. Por tanto, en un contexto celular 
con p53 competente, los telómeros disfuncionales actuarían como potentes supreso-
res tumorales, desencadenando la puesta en marcha de las rutas celulares que condu-
cen a la senescencia replicativa y/o a la apoptosis para inhibir la formación tumoral. 
La pérdida de p53 puede crear un ambiente celular permisivo que favorezca la proli-
feración y la supervivencia de células genéticamente dañadas, y en último término la 
18 Los telómeros disfuncionales pueden originarse por un acortamiento progresivo o por la alteración 
de los componentes del complejo shelterin. 
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progresión del cáncer (revisado por Deng et al., 2008). La implicación de la vía 
INK4A-RB en respuesta a la disfunción telomérica es menos clara. El trabajo de las 
Doctoras Jacqueline J.L. Jacobs y Titia de Langue sitúa también a p16 como un se-
gundo efector de la vía de respuesta al telómero disfuncional: mediante el sistema de 
inducción experimental de daño telomérico a través de la inhibición de la proteína 
telomérica TRF2, se evidenció que el daño en el telómero puede también originar 
una parada del ciclo celular (G1/S) a través del regulador de RB, p16INK4a, especial-
mente en células que pierden la función de p53: p16INK4A puede responder al daño en 
el telómero y contribuir a la entrada en senescencia originada por los telómeros, en 





Figura 1.15.  La disfunción telomérica pone 
en marcha las rutas de p53 y RB. El acorta-
miento progresivo de los telómeros, o la altera-
ción del complejo shelterin, resulta en la activa-
ción de las quinasas ATM/ATR, que activan a 
las quinasas CHK1/CHK2, conduciendo final-
mente a la activación de p53. p53 inhibe la tu-
morigénesis promoviendo la activación trans-
cripcional de genes, que conducen a la entrada 
en senescencia o a la apoptosis. La fosforilación 
de RB está regulada por pequeñas moléculas 
inhibidoras, denominadas CKIs (inhibidores de 
las quinasas dependientes de ciclinas, CDK), las 
cuales se unen a las CDKs o a los complejos 
ciclina/CDKs e inhiben la actividad quinasa de 
los complejos de ciclina/CDK. Entre las CKIs 
se incluyen p21 y p16 (Ko et al., 2009). Adaptado 
de Pang y Argyle, 2009.  
 
Si los puntos de control de proliferación impuestos por p53 y retinoblastoma, en 
respuesta al acortamiento telomérico fracasan, los telómeros continúan acortándose. 
Las células se ven abocadas a la entrada en la fase de crisis, un segundo punto de 
control de la proliferación, caracterizado por la muerte celular masiva y la inestabili-






ción de mecanismos de mantenimiento telomérico, telomerasa o ALT, para alcanzar 






Figura 1.16. Respuestas celulares a la disfunción telómerica.  
Adaptado de Callén y Surrallés, 2004. 
 
El concepto de senescencia replicativa se ha equiparado tradicionalmente a los 
términos de senescencia celular y envejecimiento celular, y erróneamente se asume su 
equivalencia con la parada del ciclo celular. La parada del ciclo celular es una de las 
características del fenotipo senescente, que incluye otras, tales como: una respuesta 
alterada a los estímulos apoptóticos, una expresión génica alterada, cambios morfoló-
gicos y la posibilidad de determinar la actividad β-galactosidasa como biomarcador de 




senescencia. Así pues, las células senescentes se encuentran activamente paradas (revisa-
do por Blagosklonny, 2011 y Muller, 2009).  
La apoptosis desempeña un claro papel como supresor tumoral in vivo, y en cuanto 
a la senescencia existen también evidencias al respecto (revisado por Deng et al., 
2008). En el trabajo de los Doctores David M. Feldser y Carol W. Greider, emplean-
do el modelo de ratón transgénico para el linfoma de Burkitt, se constata el papel del 
acortamiento telomérico como limitador de la progresión tumoral mediante la induc-
ción de senescencia. En este contexto, el acortamiento telomérico es capaz de inducir 
la entrada en senescencia mediada por p53, para limitar la formación del tumor in 
vivo, aún cuando se bloquea la apoptosis (Feldser y Greider, 2007). Los programas de 
supresión tumoral, la apoptosis y la senescencia, inducidos por p53 dependen del 
contexto celular: la restauración de la función de p53 en tumores carentes de ella 
induce apoptosis en linfomas (Martins et al., 2006 y Ventura et al., 2007) y senescencia 
en sarcomas (Ventura et al., 2007) y en carcinomas hepáticos (Xue et al., 2007).   
El conocimiento de los mecanismos moleculares que limitan el crecimiento neo-
plásico es clave a la hora de considerar las terapias antitumorales. El éxito de las tera-
pias antitelomerasa requiere de la funcionalidad de p53 para limitar la progresión 
tumoral en respuesta a la disfunción telomérica. Por tanto, estas terapias podrían 
combinarse con otras que restauren la función de p53, o que actúen sobre factores 
situados en puntos inferiores en la cascada de señalización de p53 (revisado por Yang 
et al., 2009 y Feldser y Greider, 2007). 
Por último, es importante considerar que las células senescentes son capaces de 
secretar factores al medio promoviendo la transformación maligna de las células ve-
cinas (Krtolica et al., 2001) y que además, algunos agentes quimioterapéuticos son 
capaces de inducir una parada del ciclo celular prolongada e independiente del estatus 
telomérico denominada senescencia celular acelerada (ACS, accelerated cellular senescence). 
Algunas células tumorales en este estado pueden eludir la parada del ciclo celular, y 
volver a proliferar causando la progresión tumoral, (Wu et al., 2012). Conocer y ma-
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Material y Métodos 
2.1. Pacientes y muestras tisulares. 
 
Para la realización del presente trabajo se dispuso de las muestras suministradas 
por el Biobanco del Hospital Clínico San Carlos de Madrid. Se emplearon un total de 
120 muestras de tejido colorrectal, procedentes de 60 pacientes afectados de cáncer 
colorrectal (CCR) y 136 muestras de tejido pulmonar, provenientes de 68 pacientes 
afectados de cáncer no microcítico de pulmón (CNMP). Todas las muestras se obtu-
vieron de pacientes afectados de los cánceres antes citados e intervenidos quirúrgi-
camente en el Servicio de Cirugía General y del Aparato Digestivo y Servicio de Ci-
rugía Torácica, del citado Hospital. El periodo de seguimiento de ambas series de 
pacientes fue de cinco años. En todos los casos se dispuso de muestras de tejido tu-
moral y no tumoral (tejido control) del mismo paciente, esta última tomada al menos 
a 10 cm de distancia del margen del tumor. Las muestras proporcionadas se presen-
taban incluidas en bloques de medio congelante (Jung Tissue Freezing Medium™ 
Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) y se almacenaron a -80º C hasta su uso.  
Secciones de 5 micras de las muestras tumorales  (realizadas en los criostatos ce-
didos por el Servicio de Inmunología y la Unidad de Investigación y Experimenta-
ción Animal del Hospital Clínico San Carlos de Madrid) fueron  fijadas en un por-
taobjetos y examinadas por un anatomopatólogo del Servicio de Anatomía Patológica 
del mencionado Hospital. El examen se realizó por observación directa de las mues-
tras teñidas con hematoxilina-eosina. Se excluyeron del estudio las muestras tumora-
les que reunían estas características: contener más de un 20% de tejido no tumoral 
y/o más de un 10% de necrosis, y/o  presentar degradación en el ARN.  
Los adenocarcinomas colorrectales se agruparon en cuatro estadios clínico-
patológicos según la clasificación descrita por Turnbull y cols. en 1967 (Turnbull et 
al., 1967), modificación de la original descrita por Dukes. Las características de los 
estadios se definen a continuación (Tabla 2.1). 
ESTADIO CARACTERÍSTICAS 
Estadio A Tumor confinado al colon y a sus paredes. 
Estadio B Extensión del tumor a la grasa pericólica. 
 
Estadio C Metástasis tumorales a los ganglios linfáticos mesentéricos, pero sin eviden-cias de diseminación a distancia. 
 
Estadio D Metástasis tumorales a hígado, pulmón, hueso, diseminación del tumor. No operable debido a la invasión parietal; invasión a los órganos adyacentes. 
Tabla 2.1. Clasificación de Turnbull y cols. para los tumores de colon. 
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También se clasificaron de acuerdo a su localización anatómica, en el colon dere-
cho, izquierdo o recto (Figura 2.1).  
 
Figura 2.1. Hemicolectomías derecha e izquierda.  
Adaptado de Escudero, 2004.  
 
 
Finalmente, se dispuso también de la información correspondiente a los descrip-
tores T, N y M del sistema de clasificación TNM: tumor primario (primary tumor T), 
grado de invasión a los ganglios linfáticos (nodal involvement N)  y presencia o ausencia 
de metástasis (distant metastasis M), originalmente propuesto por Denoix (Denoix, 
1946). Este sistema proporciona una descripción consistente y reproducible de la 
extensión anatómica del cáncer en un momento concreto de la enfermedad. Se mues-
tran a continuación, en la siguiente tabla (Tabla 2.2), las características de los des-
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En la siguiente tabla se resumen las características clínico-patológicas de las mues-
tras de cáncer colorrectal consideradas en este trabajo (Tabla 2.3). 
 





≤ 72 años 29 

























Tabla 2.3. Características clínico-patológicas de los carcinomas colorrectales.* Para la 
edad de los pacientes, el estadio, los descriptores T, N y M, la localización del tumor 
y la recurrencia en el proceso tumoral, no se dispuso de la información en 2, 4, 3, 4, 6, 




Material y Métodos 
Los tumores de pulmón sometidos a estudio en este trabajo pertenecen al grupo 
de los cánceres no microcíticos de pulmón (CNMPs). La clasificación histológica 
clásica de los CNMPs se ha empleado en este trabajo (adenocarcinomas, carcinomas 
epidermoides y carcinomas indiferenciados de célula grande).  
Los tumores no microcíticos de pulmón se agruparon, además, de acuerdo a la 
clasificación TNM descrita por Mountain en 1997 (Mountain, 1997). Se detallan a 
continuación las características de los descriptores T, N y M para los tumores de 
pulmón (Tabla 2.4), (Mountain, 1986). En el año 2010, el American Joint Committee on 
Cancer (AJCC) y la Union Internationale Contre le Cancer adoptaron el Sistema Interna-
cional de Estadificación para el Cáncer de Pulmón Revisado, que incluye algunas 
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DESCRIPTOR CARACTERÍSTICAS 
T, tumor primario 
T0 No existen evidencias de tumor primario. 
TX 
El tumor primario no puede ser evaluado, o bien ha sido certificado por la 
presencia de células malignas en el esputo o lavado bronquial, pero no 
visualizado por imágenes o broncoscopia. 
TIS Carcinoma in situ. 
T1 
Tumor <  a 3 cm en su diámetro mayor, rodeado por pulmón o pleura 
visceral, sin evidencia broncoscópica de invasión más proximal al bronquio 
lobar. 
T2 
Tumor > a 3 cm en su diámetro mayor, o un tumor de cualquier tamaño 
que invade la pleura visceral o está asociado a atelectasias o neumonitis 
obstructiva extendiéndose a la región hiliar. En la broncoscopia, la exten-
sión proximal del tumor debe incluir al bronquio lobar o estar al menos a 2 
cm de la carina. Las atelectasias o neumonitis obstructivas no deben afectar 
a todo el pulmón.  
T3 
Tumor de cualquier tamaño que invade directamente la pared torácica, el 
diafragma, la pleura mediastinal o el pericardio, sin afectar al corazón, 
grandes vasos, la tráquea, el esófago o los cuerpos vertebrales. O un tumor 
en el bronquio principal a una distancia <2 cm de la carina, sin afectarla. 
T4 
Tumor de cualquier tamaño con invasión al mediastino, corazón, grandes 
vasos, tráquea, esófago, cuerpos vertebrales o la carina, o con derrame 
pleural maligno.  
N, invasión a los ganglios linfáticos 
N0 No hay metástasis demostrables a los ganglios linfáticos regionales.  
N1 Metástasis a los ganglios linfáticos en la  región hiliar peribronquial o ipsila-teral, o ambas, incluyendo extensión directa del tumor. 
N2 Metástasis a los ganglios linfáticos ipsilaterales mediastinales y subcarinales.  
N3 Metástasis a los ganglios linfáticos contralaterales mediastinales, contralate-rales hiliares,  ipsilaterales, escalenos contralaterales o supraclaviculares. 
M, metástasis 
M0 Metástasis a distancia no conocidas. 
M1 Presencia de metástasis a distancia. 
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En función a los descriptores T, N y M anteriores, se establecen los siguientes es-
tadios tumorales (Tabla 2.5), (Mountain, 1997). 
 
ESTADIO CARACTERÍSTICAS 






















IV Cualquier T y cualquier N M1 
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Así pues, los tumores no microcíticos de pulmón se agruparon de acuerdo a la 
histología, los descriptores T, N, M y el estadio tumoral (Tabla 2.6).  
 





≤ 66 años 33 
> 66 años 35 
















M, metástasis 68 
M0 66 
M1 2 
TIPO HISTOLÓGICO* 67 
Carcinoma epidermoide o de células escamosas 34 
Adenocarcinoma 29 




Tabla 2.6. Características clínico-patológicas de los cánceres no microcíticos de pul-
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2.2. Extracción y valoración del ARN. 
 
La extracción del ARN se realizó a partir de, aproximadamente, 12 cortes de teji-
do de 20 µm por muestra, almacenados en tubos estériles a -80º C. Los cortes se rea-
lizaron en los criostatos cedidos por el Servicio de Inmunología y la Unidad de Inves-
tigación y Experimentación animal del Hospital Clínico San Carlos de Madrid.  
El protocolo se desarrolló siguiendo el método descrito por Chomczynski y Sac-
chi en 1987 (Chomczynski y Sacchi, 1987), ligeramente mejorado, empleando TRI-
zol® (Invitrogen, Carlsbad, California). Este reactivo es una solución monofásica de 
fenol e isotiocianato de guanidina, que mantiene la integridad del ARN mientras se 
disgregan los cortes del tejido.  
La homogeneización de los cortes del tejido en 1 ml de TRIzol® se logró con la 
ayuda de una pipeta automática, y posteriormente con una jeringuilla. Las muestras 
homogeneizadas se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente para lograr 
la completa disociación de los complejos núcleo-proteicos. A continuación, se aña-
dieron 200 µl de cloroformo a cada uno de los tubos y se agitaron vigorosamente con 
un agitador mecánico. La mezcla reposó durante 3 minutos a temperatura ambiente, 
y a continuación, se centrifugó a 13200 rpm, durante 15 minutos a 4º C. La centrifu-
gación permitió la separación de la mezcla en una fase inferior rojiza (fase fenol-
cloroformo), una inter-fase y una fase superior incolora (fase acuosa). El ARN per-
manece en esta última fase, que se transfiere a un nuevo tubo estéril. Para la precipi-
tación del ARN, se adicionaron 500 µl de isopropanol frío, se mezcló por inversión y 
se incubó durante toda la noche a -20º C. Tras la precipitación, los tubos se centrifu-
garon a 13200 rpm, durante 15 min a 4º C. Se eliminó el sobrenadante, y el precipita-
do se lavó con 1 ml de etanol al 75%, frío, centrifugando los tubos a 13200 rpm, 
durante 5 minutos a 4º C. Finalmente, tras la centrifugación, se retiró el etanol del 
lavado, el ARN se secó a temperatura ambiente y se disolvió en 25 µl de agua libre de 
nucleasas.   
La determinación de la concentración del ARN extraído se realizó mediante una 
lectura espectrofotométrica a 260 nm (A260).  Así, una unidad de densidad óptica a 
260 nm se corresponde con una concentración de ARN o de ADN de cadena senci-
lla de 40 µg/ml (Sambrook et al., 1989). Se emplearon cubetas de cuarzo para la valo-
ración de 2 µl de ARN diluido en 98 µl de agua libre de nucleasas, y como blanco se 
empleó agua libre de nucleasas. También se midió la absorbancia a 280 nm (A280) 
para estimar la pureza del ARN: considerándose un grado de pureza óptimo si el 
cociente A260/ A280 ≥ 2.  
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La integridad del ARN aislado se determinó mediante el desarrollo de una electro-
foresis, con el fin de visualizar las bandas de ARN ribosómico mayoritario: 28S (~5 
Kb) y 18S (~2 Kb). Para ello, se preparó un gel de agarosa al 0.8% con TBE 1X 
(TBE 10X: Tris 1 M, ácido bórico 0.9 M y EDTA 0.01 M), al que se le añadió bro-
muro de etidio (1 mg/ml) para poder visualizar las bandas. Cada pocillo del gel se 
cargó con 1 µg de ARN, tampón de carga 1X (tampón de carga 6X: 0.25% de azul de 
bromofenol, 0.25% de xileno cianol y 30% de glicerol) y agua libre de nucleasas.  























Material y Métodos 
2.3. Extracción y valoración del ADN. 
 
La extracción del ADN genómico se llevó a cabo siguiendo el procedimiento de 
Blin y Stafford (Blin y Stafford, 1976), con modificaciones. Se realizó a partir de pe-
queños fragmentos de tejido, seccionados con cuchillas estériles, de los bloques em-
bebidos en medio congelante (Jung Tissue Freezing Medium™, Leica Microsystems).  
Los fragmentos correspondientes a cada una de las muestras se introdujeron en 
un tubo estéril de 50 ml que contenía 2.5 ml de Solución tampón 1 (Tabla 2.7). A 
continuación, se llevó a cabo la homogeneización del tejido. El vástago empleado se 
mantuvo la noche anterior en NaOH 4N, y se aclaró con agua ultra pura estéril, tanto 
al inicio como entre cada uso. Después, se añadieron 100 μl de una solución de 10 
mg/ml de proteinasa K (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, Estados Unidos), se pro-
cedió a homogeneizar de nuevo, se añadieron 125 μl de SDS al 20% y se mezcló to-
do por inversión. El homogeneizado se sometió a digestión durante 2-3 horas a 65º 
C. Finalizada la digestión, se adicionaron a cada tubo 2.5 ml de Solución tampón 2 
(Tabla 2.7). Seguidamente, se procedió a realizar una extracción fenol-cloroformo 
para la cual se añadió a cada tubo un volumen de una solución comercial de fenol 
ADN, pH 8. Los tubos se agitaron con ayuda de un agitador mecánico y se centrifu-
garon durante 15 minutos a 4000 rpm, a temperatura ambiente. Tras la centrifuga-
ción, se transfirió la fase acuosa a un nuevo tubo estéril y se extrajo con un volumen 
de cloroformo:alcohol isoamílico 24:1. Se agitó la mezcla y centrifugó de nuevo du-
rante 5 minutos a 4000 rpm, a temperatura ambiente. Se recogió nuevamente la fase 
acuosa en un nuevo tubo estéril, y se procedió a la precipitación del ADN con 2-2.5 
volúmenes de etanol absoluto frío, a -20º C durante toda una noche. Tras la precipi-
tación, se centrifugaron los tubos a 4000 rpm, durante 15 minutos a 4º C. Se decantó 
el sobrenadante y se lavó el precipitado con 2 ml de etanol frío al 70%. Se realizó una 
última centrifugación a 4000 rpm, durante 15 minutos a 4º C y se procedió a la de-
cantación final del sobrenadante. El precipitado de ADN se dejó secar y se disolvió 
en 200 μl de agua ultra pura estéril.  
 
SOLUCIÓN COMPOSICIÓN 
Solución tampón 1 Tris HCl 10 mM pH 7.5; EDTA 10 mM y NaCl 0.15 M 
Solución tampón 2 Tris HCl 10 mM pH 7.5; EDTA 10 mM y NaCl 0.65 M 
Tabla 2.7. Composición de las Soluciones tampón para la extracción de ADN. 
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La lectura espectrofotométrica a 260 nm permitió determinar la concentración de 
ADN extraído: una unidad de densidad óptica a 260 nm se corresponde con una 
concentración de ADN de doble cadena de 50 µg/ml (Sambrook et al., 1989). Se 
emplearon cubetas de cuarzo para la valoración de 2 µl de ADN diluido en 98 µl de 
agua libre de nucleasas, y como blanco se empleó agua libre de nucleasas. También se 
midió la absorbancia a 280 nm (A280) para estimar la pureza del ADN: considerándo-
se un grado de pureza óptimo si el cociente A260/ A280 ≥ 1.8.  
La integridad del ADN aislado se determinó mediante el desarrollo de una elec-
troforesis, de igual modo que en el caso del ARN, visualizándose una única banda de 
gran tamaño. 
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2.4. Extracción y valoración de proteínas. 
 
Para obtener los extractos proteicos a partir de los tejidos, se realizaron secciones 
finas de las muestras tisulares congeladas e incluidas en medio congelante (Jung Tis-
sue Freezing Medium™, Leica Microsystems).    
Los fragmentos obtenidos correspondientes a cada muestra se incluyeron en un 
tubo estéril que contenía 300 μl del reactivo de lisis, con inhibidores de proteasas y 
ARNasas, incluido en el kit TeloTAGGG Telomerase PCR ELISA® (Roche, Basilea, 
Suiza). A continuación, se procedió a homogeneizar la mezcla; el vástago empleado 
se mantuvo la noche anterior en NaOH 4N, y se aclaró con agua ultra pura estéril, 
tanto al inicio como entre cada uso. Tras la homogeneización, las muestras reposaron 
durante 30 minutos en hielo, para favorecer la extracción proteica y se centrifugaron 
durante 20 minutos a 12000 rpm a 4º C. Después de la centrifugación, el sobrenadan-
te, que contenía las proteínas, se dividió en dos nuevos tubos estériles. Las alícuotas 
con el extracto proteico se conservaron a -80º C hasta su uso. 
La concentración de proteínas se determinó por el método de Bradford (Brad-
ford, 1976), empleando el reactivo comercial Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, Her-
cules, California, Estados Unidos). Este ensayo se basa en la observación del cambio 
de absorbancia (de 465 a 595 nm) que se produce cuando se añaden proteínas a una 
solución ácida de Coomassie Brilliant Blue G-250. Las interacciones hidrofóbicas e 
iónicas producidas por aminoácidos básicos (principalmente arginina) estabilizan la 
forma aniónica del reactivo indicador, causando un cambio de color visible. Para 
cada una de las muestras se añadieron 200 µl del reactivo comercial y 800 µl de agua 
ultra pura estéril a una cubeta para espectrofotómetro, con capacidad de 1 ml. Se 
valoraron 4 µl de extracto proteico correspondiente a cada una de las muestras (dilui-
das 1:5 ó 1:10), empleando como blanco 1 ml de la solución comercial diluida 5 veces. 
Se realizó una curva de calibrado de 0 a 10 µg/ml a partir de una solución estándar 
de albúmina sérica bovina (BSA) de 2 mg/ml (Bio-Rad). La concentración de proteí-
nas de cada muestra se determinó a partir de la absorbancia medida a 595 nm. La 
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2.5. Determinación de los niveles proteicos de DAPK1 
mediante Western-Blot. 
 
2.5.1. Preparación de las muestras para electroforesis. 
 
De acuerdo a los resultados obtenidos en “3.4.1. La expresión génica y el estatus 
telomérico”, se chequearon los niveles proteicos de DAPK1 en cuatro muestras tu-
morales, y en la respectiva muestra control, para cada una de ellas (véase más adelan-
te). 
Para cada una de las muestras, un volumen del extracto proteico equivalente a 100 
µg de proteínas, se mezcló con el tampón de Laemmli (1X), (Laemmli, 1970), (Tris 
72 mM, pH 7.6, glicerol 10% (v/v), SDS 1% (p/v), azul de bromofenol 0.002% 
(p/v), y β-mercaptoetanol 2mM), completando la mezcla hasta un volumen final de 
50 µl, con el tampón de electroforesis (véase la composición a continuación); y poste-
riormente se calentó a 95º C, durante 5 minutos. La línea celular humana de carci-
noma de pulmón, A549, se utilizó como control positivo en el ensayo. En este caso, 
se empleó un volumen del extracto proteico equivalente a 50 µg.  
 
2.5.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida. 
 
La electroforesis se desarrolló en un gel de poliacrilamida, compuesto de un gel 
concentrador (5%) y un gel separador (7%). El primero, que contiene los pocillos de 
depósito, sirve para alinear las muestras; el segundo, para separar las proteínas. La 
concentración de poliacrilamida utilizada en el gel separador se determinó conside-
rando el peso molecular de DAPK1 (160 kDa). La composición de los geles se deta-
lla en la siguiente tabla (Tabla 2.8). El tampón utilizado para el desarrollo de la elec-
troforesis contenía Tris 0.25 M, glicina 1.9 M y SDS 1%. La técnica se desarrolló en 
un Mini Protean II TM (Bio-Rad), empleando una fuente PowerPac (Bio-Rad), du-
rante 105 minutos, a 100 V, a temperatura ambiente. En el gel se cargaron los extrac-
tos proteicos de las ocho muestras antes mencionadas, junto con un patrón de pesos 
moleculares (Precision Plus ProteinTM Standards, Dual Color, Bio-Rad) y el extracto 
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SOLUCIÓN GEL CONCENTRADOR (5%) (Volúmenes) 
GEL SEPARADOR 
(7%) (Volúmenes) 
Agua (ml) 3.04 5.59 
Tris 1.5 M (ml)  2.5 
Tris 0.5 M (ml) 1.25  
SDS 10% (µl) 50 100 
Acr/bisAcr 40% (ml) 0.625 1.75 
Persulfato de amonio 10% (µl) 25 50 
TEMED (µl)   10   10 
Tabla 2.8. Composición de los geles concentrador y separador. SDS, dodecilsulfato 
sódico; Acr/bisAcr 40%, solución comercial de acrilamida/bis acrilamida (40% acri-
lamida/Bis solution, 19:1, Bio-Rad); TEMED, N,N,N',N'- tetrametiletilendiamina. 
 
2.5.3. Transferencia a membranas de nitrocelulosa. 
 
Tras la electroforesis, las proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelu-
losa (Protran®, Nitrocellulose Transfer Membrane; Whatman, Scheleicher & Schuell, 
New Hampshire, Estados Unidos), mediante el paso de corriente eléctrica, de acuer-
do al protocolo de transferencia semi-seca. Para ello, se colocaron tres papeles 
Whatman® (Chromatography Paper, 3MM Chr, Whatman®, GE Healthcare), la 
membrana de nitrocelulosa, el gel de poliacrilamida, y finalmente, tres papeles 
Whatman® más. La transferencia se desarrolló en el equipo Transfer-blot SD Semi-
dry (Bio-Rad), durante 45 minutos, a 15 V y a temperatura ambiente. La composición 
del tampón de transferencia se describe en la siguiente tabla (Tabla 2.9).   
 
SOLUCIÓN CONCENTRACIÓN (5X) 
Glicina 39 mM 
Metanol 20% (v/v) 
SDS 0.04% 
Tris pH 8.3 48 mM 
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2.5.4. Bloqueo e incubación con anticuerpos. 
 
Finalizada la transferencia, se bloquearon los sitios de unión inespecíficos a pro-
teínas. Para ello, la membrana se incubó durante 90 minutos a temperatura ambiente, 
con agitación suave, en TBS (Tris 0.01 M, ClNa 0.15 M, pH 8.0) con Tween-20 al 
0.05% (v/v), TTBS y suplementado con 5% (p/v) de leche en polvo desnatada 
(TTBSM, TTBS Milk, o Solución de bloqueo). Transcurrido el tiempo de incubación 
con la solución de bloqueo, la membrana se incubó con el anticuerpo primario para 
DAPK1 y β-actina (utilizada como control de carga), (Tabla 2.10), durante toda una 
noche, en agitación suave y a 4º C. 
 
ANTICUERPO CASA COMERCIAL ORIGEN DILUCIÓN  (en TTBSM) 
DAPK1 Sigma (D 2178) IgG ratón 1:500 
β-actina Sigma (A 5441) IgG ratón 1:4000 
 
Tabla 2.10. Anticuerpos primarios utilizados en el ensayo de Western-blot. TTBSM, 
TBS (Tris 0.01M, ClNa 0.15M, pH 8.0) con Tween-20 al 0.05% (v/v), TTBS y suple-
mentado con 5% (p/v) de leche en polvo desnatada. 
 
Al día siguiente, la membrana se sometió a tres lavados con TTBS, de 15 minutos 
cada uno de ellos, en agitación fuerte, a temperatura ambiente. A continuación, se 
incubó con el anticuerpo secundario (conjugado con peroxidasa), anti-ratón (Sigma, 
A 4416), en una dilución 1:5000, para la detección de DAPK1, y 1:1800, para la de-
tección de β-actina, ambos diluidos en TTBSM. La incubación se realizó en agitación 
suave, durante 1 hora a temperatura ambiente. Y una vez finalizada, la membrana se 
volvió a lavar del mismo modo que se describió anteriormente.   
 
2.5.5. Detección quimioluminiscente. 
 
La detección de los inmunocomplejos se efectuó por quimioluminiscencia, tratan-
do la membrana con el reactivo Pierce® ECL 2, Western Blotting Substrate (Rock-
ford, IL, Estados Unidos), y exponiéndola después a una película radiográfica 
(Amersham HyperfilmTM MP). Tras la exposición, la película se reveló en el procesa-
dor Curix 60 AGFA (AGFA, Mortsel, Bélgica). Las películas fueron posteriormente 
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Los blots fueron cuantificados usando la herramienta “Analyze Gels” de ImageJ. 
Fueron seleccionadas regiones rectangulares de la misma área para todos los puntos 
del blot, y se obtuvieron representaciones de la densidad de la señal a lo largo de la 
región seleccionada. Se dibujó una línea base y se obtuvo el área bajo la curva, indica-
tiva de la señal relativa de cada punto. Los resultados fueron siempre normalizados 
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2.6. Determinación de la actividad telomerasa. 
 
La detección de la actividad telomerasa se llevó a cabo empleando el kit comercial 
TeloTAGGG Telomerase PCR ELISA® (Roche). Se trata de una ampliación del mé-
todo descrito por Kim et al. (Kim et al., 1994).  
Se desarrolla en dos pasos: en un primer paso (elongación y amplificación, pa-
sos 1 y 2; Figura 2.2), la enzima telomerasa añade repeticiones teloméricas 
(TTAGGG) al extremo 3’ del cebador sintético biotinilado P1-TS. Estos productos 
de elongación de la telomerasa son amplificados por PCR usando los cebadores P1-
TS y P2, generando así secuencias que difieren de tamaño en 6 pb.  
 
 
Figura 2.2. Representación esquemática de la determinación de la actividad telome-
rasa. Adaptado de https://www.roche-applied-science.com. 
 
En un segundo paso (detección por ELISA, pasos 3 y 4; Figura 2.2), los frag-
mentos amplificados por PCR son desnaturalizados e hibridados con una sonda es-
pecífica marcada con digoxigenina (P3), cuya secuencia es complementaria a la de las 
repeticiones teloméricas. El producto resultante es inmovilizado por medio del ceba-
dor P1-TS, marcado con biotina, en los pocillos recubiertos de estreptavidina de una 
placa de ELISA. El producto resultante inmovilizado es entonces detectado con un 
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cuerpo policlonal procedente de oveja) conjugado con peroxidasa.  La peroxidasa 
cataliza la conversión del sustrato cromógeno tetrametilbenzidina (TMB) en un pro-
ducto coloreado (azul), cuya absorbancia es proporcional a la cantidad de ADN te-
lomérico añadido por la telomerasa.  
 
2.6.1. Elongación y amplificación. 
 
A partir del extracto proteico extraído de cada una de las muestras tumorales y no 
tumorales, se dispuso en tubos para PCR el volumen correspondiente a 10-15 μg de 
proteína. Se añadieron a cada uno de los tubos 25 μl de la mezcla de reacción (tam-
pón Tris, cebador P1-TS marcado con biotina, cebador P2, nucleótidos y Taq poli-
merasa), hasta completar un volumen final de 50 μl con agua libre de nucleasas. Se ha 
descrito la existencia en numerosos tejidos de inhibidores de la Taq polimerasa, y los 
extractos que contienen dichos inhibidores vuelven a ser amplificables tras dilución 
(Wright et al., 1995). Por ello el ensayo se realizó también en diluciones 1/10 de los 
extractos proteicos de todas las muestras, con el fin de controlar las presencia de 
inhibidores de la Taq polimerasa, que podían ofrecer resultados falsos negativos.  
Como control positivo se utilizó un extracto celular procedente de una línea hu-
mana de células de riñón (línea 293) inmortalizadas, que expresaban telomerasa, a 
una concentración aproximada de 103 células/μl. En un tubo para PCR se incluyeron 
3 μl del control positivo, 25 μl de la mezcla de reacción y 22 μl de agua libre de nu-
cleasas. Así mismo, se preparó un control negativo: para ello se tomaron 3 μl del 
control positivo a los que se les añadieron 7 μl de agua libre de nucleasas, la mezcla 
se incubó durante 10 minutos a 85º C.  A continuación, se mantuvo 5 minutos en 
hielo y se le incorporó 1 μl de enzima ARNasa (0.5 μg/μl; RNase, DNase-free, Ro-
che). Finalmente, se incubó durante 30 minutos a 37º C, se le añadieron 25 μl de la 
mezcla de reacción y 15 μl de agua libre de nucleasas. Con este tratamiento se logró 
la degradación del componente ARN de la telomerasa, destruyéndose la actividad 
enzimática.  
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Elongación 10-30 minutos 25 1 














Elongación final 10 minutos 72 1 
Mantenimiento  4 ∞ 
Tabla 2.11. Condiciones de PCR para la determinación de la actividad telomerasa. 
 
2.6.2. Detección por ELISA. 
 
Una vez finalizada la PCR, y en nuevo tubo estéril, se incubaron 5 μl del producto  
amplificado de cada una de las muestras no tumorales y tumorales, así como de los 
controles, con 20 μl del reactivo de desnaturalización (solución de hidróxido sódico, 
<0.5%), durante 10 minutos a temperatura ambiente. Seguidamente, se añadieron 
225 μl de la solución de hibridación que incluía la sonda P3, complementaria a las 
repeticiones teloméricas y marcada con digoxigenina. La mezcla se agitó vigorosa-
mente con ayuda de un agitador mecánico, y se transfirieron 100 μl de cada una de 
las mezclas a cada uno de los pocillos recubiertos con estreptavidina de la placa de 
ELISA. La placa se cubrió con una lámina autoadhesiva para impedir la evaporación 
y se incubó durante 2 horas a 37º C con agitación (300 rpm). 
Tras la incubación, se retiró la solución de hibridación y cada pocillo de la placa se 
lavó 3 veces con 250 μl de la solución de lavado 1X. A continuación, se incorporaron 
a cada pocillo 100 μl del anti-DIG-POD (0.5 U/ml), la placa se cubrió nuevamente 
con una lámina autoadhesiva, y se incubó durante 30 minutos a temperatura ambien-
te, con agitación (300 rpm). Transcurrido el tiempo, se eliminó la solución y cada uno 
de los pocillos se lavó 5 veces con 250 μl de la solución de lavado 1X. Finalmente, se 
añadieron 100 μl del sustrato TMB, previamente atemperado, y la placa cubierta con 
una lámina autoadhesiva se incubó con agitación (300 rpm) a temperatura ambiente 
durante 20 minutos, hasta que se observó la aparición de color azul en los pocillos. 
Sin retirar el reactivo anterior, se adicionaron 100 μl del reactivo de parada (solución 
de ácido sulfúrico <5%), para detener la reacción. Esto provocó el viraje del color 
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Con el programa bioinformático Microplate manager® (Bio-Rad) se midió la ab-
sorbancia de cada pocillo a 450 nm, empleando una longitud de onda de referencia 
de 690 nm. Para la interpretación de los resultados se consideraron “muestras telo-
merasa positivas” aquellas en las que la diferencia de las absorbancias (A450nm-A690nm) 
fue superior a 0.2. El control positivo y el control negativo se consideraron válidos 
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2.7. Medida de la longitud de los fragmentos teloméricos 
de restricción. 
 
La medida de la longitud de los fragmentos teloméricos se llevó a cabo empleando 
el kit TeloTAGGG Telomere Length Assay® (Roche). Inicialmente, el ADN genómi-
co es sometido a digestión mediante el uso de una mezcla de enzimas de restricción. 
Tras la digestión, los fragmentos de ADN son separados en un gel de electroforesis y 
transferidos a una membrana de nailon por Southern blotting. Los fragmentos de ADN 
transferidos, son hibridados con una sonda marcada con digoxigenina, específica 
para las repeticiones teloméricas, e incubados con un anticuerpo anti-digoxigenina 
acoplado covalentemente a la fosfatasa alcalina (anti-DIG-AP; DIG antibody coupled to 
Alkaline Phosphate). La metabolización del sustrato CDP-Star por esta enzima genera 
una señal quimioluminiscente que permite visualizar los fragmentos teloméricos (Fi-


















Para cada una de las muestras de tejidos no tumorales y tumorales, el volumen co-
rrespondiente a 2.5 μg de ADN genómico fue sometido a digestión con las enzimas 
de restricción Hinf I y Rsa I. La digestión tuvo lugar en un volumen de reacción de 
20 μl que contenía el tampón de digestión 1X y 20 U/μl de cada una de las enzimas. 
Se emplearon como controles, una muestra de ADN con telómeros de alto y/o bajo 
Figura 2.3. Representación esque-
mática del protocolo para la medi-
da de la longitud de los fragmentos 
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peso molecular. La digestión se desarrolló durante 2 horas a 37º C. Finalizada la di-
gestión, se añadieron 4 μl del tampón de carga para detener la reacción.  
Los fragmentos de ADN digeridos fueron separados por electroforesis en un gel 
de agarosa al 0.8% en TAE 1X (TAE 50X: Tris 2M, EDTA 50 Mm y 57.1 ml de 
ácido acético glacial, pH 8) junto con un marcador de peso molecular previamente 
preparado (3 μl del marcador proporcionado por el kit, 5 μl de agua libre de nuclea-
sas y 2 μl del tampón de carga). La migración de los fragmentos transcurrió en un 
tiempo aproximado de 4 horas, a 83 V. 
Finalizada la electroforesis, el gel de agarosa se trató durante 10 minutos con una 
solución de HCl 0.25 M y a continuación se aclaró 2 veces con agua destilada. Poste-
riormente, se sumergió 2 veces, durante 15 minutos, en una solución de desnaturali-
zación (NaOH 0.5 M, NaCl 1.5 M), con agitación suave a temperatura ambiente. El 
gel se aclaró de nuevo dos veces con agua destilada, y se sumergió en una solución de 
neutralización (Tris-HCl 0.5 M, NaCl 3M, pH 7.5), en dos ocasiones, durante 15 mi-
nutos, con agitación suave y a temperatura ambiente. 
El ADN se transfirió desde el gel a una membrana de nailon cargada positivamen-
te durante toda una noche. La membrana se activó previamente con agua ultra pura 
estéril durante 7 minutos. Se empleó como tampón de transferencia SSC 20X (NaCl 
3 M, citrato sódico 0.3 M, pH 7). Concluida la transferencia, el ADN se fijó a la 
membrana por exposición a luz ultravioleta de 254 nm durante 7 minutos y posterior 
calentamiento a 80º C, durante 30 minutos. 
La membrana se lavó con SSC 2X, y se introdujo en un cilindro de hibridación 
con 18 ml de solución de prehibridación precalentada a 42º C. La prehibidación tuvo 
lugar durante 60 minutos, con rotación. Transcurrido el tiempo, esta solución se reti-
ró y reemplazó por 10 ml de solución de hibridación que incluía  2 μl de la sonda 
marcada con digoxigenina. La hibridación tuvo lugar durante 3 horas, a 42º C con 
rotación. 
Transcurrida la hibridación, se realizaron 2 lavados, de 5 minutos cada uno, con la 
solución astringente de lavado I (SSC 2X, SDS 0.1%) a temperatura ambiente.  Se-
guidamente, se realizaron otros 2 lavados, de 15 minutos cada uno, con la solución 
astringente de lavado II (SSC 0.2X, SDS 0.1%), a 50º C.  Un último lavado de 4 mi-
nutos de duración se llevó cabo con el tampón de lavado 1X incluido en el kit, a 
temperatura ambiente. 
Tras los lavados, la membrana se bloqueó durante 30 minutos con 70 ml de solu-
ción de bloqueo 1X, a temperatura ambiente. Finalizado el bloqueo, se añadieron a la 
solución anterior 7 μl del anticuerpo anti-digoxigenina (75 mU/ml)  unido covalen-
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temente a la fosfatasa alcalina, la incubación con el anticuerpo se realizó a temperatu-
ra ambiente durante 30 minutos. 
A continuación, se realizaron dos lavados de 15 minutos con el tampón de lavado 
1X, a temperatura ambiente. Tras el último lavado, la membrana se incubó a tempe-
ratura ambiente con 100 ml de solución de detección 1X.  
Finalmente, se procedió al revelado: la membrana se puso en contacto durante 15 
segundos y a temperatura ambiente con 11.2 ml de agua ultra pura estéril, 1.250 ml 
de la solución de detección 10X y 5 ml del reactivo de revelado. Con ayuda de un 
papel de filtro se retiró el exceso de líquido, y la membrana se autorradiografió para 
su posterior revelado y análisis. 
Las películas (Amersham Hyperfilm TM MP (GE Healthcare, Little Chalfont, 
Reino Unido)) se escanearon con el programa informático Quantity one® (Bio-Rad). 
La cuantificación se realizó comparando los resultados obtenidos en cada muestra 
tumoral con su pareja no tumoral, empleando el software Image gauge 3.46® (Fujifilm, 
Tokyo, Japón.). La heterogeneidad entre los telómeros de distintos cromosomas y 
células determina que, tras la hibridación con la sonda complementaria a las repeti-
ciones teloméricas, no se obtenga una única banda, sino un arrastre que abarca todas 
las longitudes de los fragmentos teloméricos presentes en cada muestra. En cada 
caso, se estableció el parámetro de longitud de telómeros, que corresponde al valor 
de la longitud telomérica medida en Kb, calculado teniendo en cuenta las diferentes 
intensidades de la señal de hibridación en función del tamaño. Cuanto mayor es el 
peso molecular del fragmento, mayor es la densidad óptica (debido a las múltiples 
hibridaciones que suceden), por lo que es necesaria una homogeneización que permi-
ta eliminar el sesgo que esto produce. Para ello se determinó la longitud media de los 
fragmentos teloméricos, en cada muestra, empleando la siguiente fórmula:  
Media= (DOi) / (DOi/Li) 
DOi es la densidad óptica en la posición i y Li es la longitud de los fragmentos te-
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2.8. Ensayo de expresión génica con matrices de oligonu-
cleótidos. 
 
El estudio de expresión de ARN se realizó con matrices de oligonucleótidos co-
merciales. Se eligieron 2 tipos de membranas: 
- Oligo GEArray® Human p53 Signaling Pathway Microarray (SABiosciences, 
Spoorstraat, KJ Venlo, Países Bajos), que incluía un total de 113 secuencias de 
oligonucleótidos correspondientes a genes relacionados con la transducción 
de señales mediadas por p53. 
- Oligo GEArray® Human Cancer PathwayFinder (SABiosciences), que incluía un 
total de 113 secuencias de oligonucleótidos correspondientes a genes repre-
sentativos de 6 rutas biológicas implicadas en la transformación y génesis de 
tumores: control del ciclo celular y reparación de daño en el ADN, apoptosis y 
senescencia celular, moléculas de transducción de señales y factores de trans-
cripción, adhesión, angiogénesis, invasión y metástasis.  
Se muestran a continuación los genes incluidos en las membranas de acuerdo a 
sus funciones y distribución, y Figuras 2.4 y 2.5). 
 
Oligo GEArray® Human p53 Signaling Pathway Microarray 
 
Apoptosis: 
Inducción de la apoptosis: BAK1, BAX, BID, CDKN1A, CRADD, DAPK1, 
EI24, FADD, FOXO3A, PCBP4, PLAGL1, PRKCA, PYCARD, TNFRSF10B, 
TNFSF6, TP53, TP73, TP73L. 
Anti-apoptóticos: AATF, BAG1, BCL2, BCL2A1, BIRC5, BNIP3, CASP2, 
HDAC1, IGF1R, MCL1, NFKB1, RELA, SNCA, TNF. 
Otros genes apoptóticos: APAF1, BRCA1, CASP9, DAXX, E2F1, FAF1, 
GADD45A, GML, LRDD, P53AIP1, PPP1R13B, RAI, SIAH1, SIRT1, TP53BP2, 
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Ciclo celular: 
Detención del ciclo celular: CDKN1A, CDKN2A, CHEK1, CHEK2, GADD45A, 
GAS1, GML, GTSE1, MYC, PCAF, PCBP4, PLAGL1, PPP1R9B, RPRM, SESN1, 
SESN2, SESN3. 
Puntos de control del ciclo celular: ATR, BRCA1, CCNE2, CCNG2, CDKN2A, 
RB1, TP53. 
Regulación negativa del ciclo celular: ATM, BAX, BRCA1, CDKN2A, MSH2, 
NF1, PTEN, PYCARD, RB1, SMARCB1, TP53, TP73, TP73L, TSC1, TSC2, WT1. 
Regulación del ciclo celular: BRCA2, CDC2, CDC25A, CDK4, CDK7, E2F1, 
E2F3, FRAP1, GAK, HK2, IGF1R, KRAS2, PLK1, PPM1D, PRKCA, SFN, STAT1, 
TADA3L, TP53BP2. 
Otros genes del ciclo celular: BIRC5, CCNH, ESR1. 
Crecimiento, proliferación y diferenciación celular: 
Regulación negativa de la proliferación celular: BAI1, BAP1, BCL2, BTG2, 
CDKN1A, CDKN2A, CHEK1, GAS1, GML, IFNB1, IL6, MDM2, MDM4, NF1, 
PCAF, PMP22, PPM1D, SESN1. 
Regulación positiva de la proliferación celular: CIAO1, IGF1R, IL6, SHC1, 
TSHR. 
Proliferación celular: BRCA1, CDC25A, CDC25C, CDK4, CDK7, CYR61, E2F1, 
MYC, PLK1, PPP1R9B, PRKCA, SCGB3A1, SFN. 
Crecimiento celular y diferenciación: COPEB, CYR61, ESR1, MCL1, MYOD1, 
NDRG1, PPP1R9B, PRKCQ, SCGB3A1, SHC1. 
Otros genes relacionados con el crecimiento, proliferación y diferenciación celu-
lar: FOXO3A, JUN, KRAS2, PHB, PML, PTTG1, TSC2. 
Genes de reparación del ADN: ATM, ATR, BRCA1, BTG2, CCNH, CDK7, 
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Oligo GEArray® Human Cancer PathwayFinder Microarray 
 
Control del ciclo celular y reparación del daño en el ADN: ATM, BRCA1, 
BRCA2, CCND1 (ciclina D1), CCNE1 (ciclina E1), CDC25A, CDK2, CDK4, 
CDKN1A (p21Waf1), CDKN1B (p27Kip1), CDKN2A (p16Ink4), CHEK2 (chk2 / 
Rad53), E2F1, MDM2, PRKDC (DNA-PK), PTEN, S100A4, RB1, TP53 (p53). 
Apoptosis y senescencia celular: APAF1, BAD, BAX, BCL2, BCL2L1 (bcl-X), 
BIRC5 (Survivina), CASP8, CASP9, CFLAR (CASPER), GZMA, HTATIP2, TERT 
(telomerasa), TNFRSF1A (TNF-a receptor), TNFRSF6 (Fas), TNFRSF10B (DR5), 
TNFRSF25 (DR3).  
Moléculas de transducción de señales y factores de trascripción: AKT1, 
CTNNB1 (β-catenina), ERBB2, ETS2, FOS, JUN, MAPK14 (p38 MAPK), MAP2K1 
(MEK), MYC, NFKB1 (NFκB), NFKBIA (IκBα), PIK3CB (PI3K p110b), PIK3R1 (PI3K 
p85α), RAF1, RASA1, SNCG, SRC. 
Adhesión: CD44, CDH1 (E-cadherina), ICAM1, ITGA1 (integrina a1), ITGA2 (integrina 
a2), ITGA3 (integrina a3), ITGA4 (integrina a4), ITGA5 (integrina a5), ITGA6 (integrina 
a6), ITGAV (integrina aV), ITGB1 (integrina ?1), ITGB3 (integrina ?3), ITGB5 (integrina 
?5), MCAM, MICA (MUC18), MTSS1, NCAM1, PNN, SYK, UCC1. 
Angiogénesis: ANGPT1 (angiopoyetina-1), ANGPT2 (angiopoyetina-2), BAI1, 
COL18A1 (endostatina), EGF, EGFR, FGF2 (bFGF), FGFR2, FLT1 (VEGFR), HGF, 
IFNA1 (IFNa), IFNB1 (IFN?), IGF1, IL8, PDGFA, PDGFB, TEK (tie-2), TGFB1, 
TGFBR1 (ALK-5), THBS1 (trombospondina-1), THBS2 (trombospondina 2), TNF, 
VEGF. 
Invasión y metástasis: KISS1, KAI1, MET, MMP1 (colagenasa-1), MMP2 (gelatinasa 
A), MMP9 (gelatinasa B), MTA1, MTA2, NME1, NME4 (Nm23), PLAU, PLAUR, 
S100A4, SERPINB2 (PAI2), SERPINB5 (maspina), SERPINE1 (PAI1), TIMP1, 
TIMP3, TWIST1. 
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Figura 2.4. Distribución de las secuencias de oligonucleótidos en Oligo GEArray® 
Human p53 Signaling Pathway Microarray.  
Los blancos se muestran en cursiva y los normalizadores, en negrita. 
 
 
Figura 2.5. Distribución de las secuencias de oligonucleótidos en Oligo GEArray® 
Human Cancer PathwayFinder.  
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El estudio de expresión de ARN mediante matrices de oligonucleótidos comercia-
les se fundamenta en una transcripción reversa inicial del ARN a ADN complemen-
tario (ADNc), para proceder a continuación a la síntesis y amplificación del ARN 
antisentido (ARNc) marcado con biotina-16-uridina-5’-trifosfato (biotina-16-UTP). 
Tras la purificación del ARNc marcado, éste se hibrida con la membrana que contie-
ne las secuencias de oligonucleótidos. La incubación posterior de la membrana con la 
solución que incluye estreptavidina conjugada con fosfatasa alcalina permite realizar 
una detección quimioluminiscente, previa adición del sustrato quimioluminiscente 
CDP-Star (Figura 2.6). Con este protocolo se comparó el perfil de expresión génica 











Figura 2.6. Representación esque-
mática del ensayo de expresión 




2.8.1. Calidad del ARN y síntesis del ADNc. 
 
Con el fin de garantizar óptimos resultados, el ARN de las muestras tumorales se-
leccionadas para este ensayo debía cumplir los siguientes requisitos:  
- concentración superior a 11 ng/µl. 
- A260/A280 > 2. 
- A260/A230 > 1.7. 
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- Discriminación nítida de las bandas correspondientes al ARN ribosómico 18S 
y 28S.  
En esta fase inicial del ensayo y hasta la síntesis del ARNc, se empleó el kit co-
mercial Truelabeling-AMPTM 2.0 (SuperArray-Bioscience Corporation®, SABioscien-
ces). 
Para cada una de las muestras tumorales que se seleccionaron para el ensayo se 
preparó la siguiente mezcla de reacción: el volumen correspondiente a 3 μg de ARN, 
1 μl del TrueLabeling Primer y se completó el volumen hasta 10 μl con agua libre de 
nucleasas, en un tubo para PCR. La mezcla se incubó en un termociclador durante 10 
minutos a 70º C. En este primer paso previo se produjo la desnaturalización de los 
componentes de la mezcla para evitar la formación de posibles estructuras secunda-
rias. 
A continuación, se preparó la siguiente mezcla para la síntesis de ADNc (Tabla 
2.12). 
 
COMPONENTE VOLUMEN (µl) POR REACCIÓN 
Agua libre de ARNasas 4 
Tampón de síntesis 5X de ADNc 4 
Inhibidor de ARNasas 1 
Mezcla con la enzima de síntesis de ADNc 1 
Volumen final 10 
 
Tabla 2.12. Mezcla de reacción para la transcripción reversa  
(ensayo con matrices de oligonucleótidos). 
 
Esta mezcla se añadió y mezcló con los 10 μl anteriores que contenían el ARN de 
la fase previa de desnaturalización (volumen final 20 μl). La nueva mezcla se incubó 






37º C, ∞  
42º C, 50 minutos 
75º C, 5 minutos Figura 2.7. Esquema de reacción de 
la transcripción reversa (ensayo con 
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2.8.2. Síntesis, marcaje y amplificación del ARNc. 
 
Para esta fase se preparó la siguiente mezcla de reacción (Tabla 2.13).  
 
COMPONENTE VOLUMEN (µl) POR REACCIÓN 
Tampón 2.5X de ARN polimerasa 16 
Biotina-16-UTP 10 mM 2 
Enzima ARN polimerasa 2 
Volumen final 20 
 
Tabla 2.13. Mezcla de reacción para la síntesis, marcaje y amplificación del ARNc. 
 
Esta mezcla de reacción se añadió y mezcló con los 20 μl anteriores, y se incubó 
durante toda una noche a 37º C, con el fin de aumentar así el rendimiento de la reac-
ción.  
 
2.8.3. Purificación del ARNc. 
 
Transcurrido el tiempo de síntesis, marcaje y amplificación del ARNc, el producto 
de reacción se purificó con el kit SuperArray ArrayGradeTM cRNACleanup (SuperA-
rray-Bioscience Corporation®, SABiosciences). Se añadieron inicialmente 50 μl de 
agua libre de ARNasas a cada una de las mezclas, hasta completar un volumen de 90 
μl. El producto completo de la síntesis de ARNc se transfirió a un nuevo tubo estéril, 
y se incorporaron 315 μl de la Solución de lisis y unión, mezclando con ayuda de una 
pipeta. A continuación, se añadieron 315 μl de etanol absoluto, a temperatura am-
biente, mezclando de nuevo adecuadamente con ayuda de una pipeta. Toda la mezcla 
se transfirió a una columna Spin, suministrada por el kit, y se centrifugó durante 30 
segundos a 10000 rpm. El ARNc marcado quedó unido a la columna y se desechó el 
volumen eluido. A continuación, se cargaron en la columna 600 μl de la Solución de 
lavado con etanol y se realizó una centrifugación durante 30 segundos a 10000 rpm. 
Se descargó el volumen eluido y se realizó un segundo lavado con 200 μl de la solu-
ción anterior, centrifugando de nuevo durante 1 minuto a 13200 rpm. 
El último paso consistió en eluir el ARNc de la columna, previa adición de 50 μl 
de la Solución  libre de ARNasas Tris 10 mM pH 8.0. Se realizó a continuación una 
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incubación durante 2 minutos y se centrifugó la columna durante 1 minuto a 10000 
rpm.  
Finalmente, se procedió a cuantificar el ARNc y a determinar su calidad. Para cada 
una de las muestras seleccionadas en este ensayo, se diluyeron 4 μl de ARNc en 76 μl 
de agua libre de ARNasas.  
La aplicación de la siguiente ecuación permitió determinar la concentración de 
ARNc (μg/μl): 
 
La masa de ARNc marcada se determinó según la siguiente ecuación:  
 
 
Se determinaron también las absorbancias a 260, 280 y 230 nm para con el fin de 




Previamente a la hibridación de ARNc con las membranas de oligonucleótidos, se 
verificó su calidad, debiendo cumplir para su aceptación los siguientes requisitos: 
concentración superior a 11 ng/μl, A260/A280 ≥ 2 y A260/A230 ≥ 1.7.  
Para todo el proceso de hibridación y detección quimioluminiscente se emplearon 
los reactivos incluidos en el kit  GEArrayTM Chemilumenescent Detection (SuperA-
rray-Bioscience Corporation®, SABiosciences). 
Antes de iniciar la hibridación, las membranas se activaron con 5 ml de agua ultra 
pura estéril, durante 5 minutos a temperatura ambiente. A continuación, se procedió 
a la prehibridación de las membranas con 2 ml de la Solución de hibridación 
GEAhyb, previamente calentada a 60º C. Cada membrana se situó en el interior de 
un cilindro de hibridación, y la prehibridación tuvo lugar durante 1-2 horas (hasta un 
máximo de 72 horas) a 60º C con rotación (5-10 rpm), en un horno de hibridación. 
Concentración (μg/μl) = (DO260 x (40 μg/ml/ DO260)) x Factor de dilución (20) x 1ml/1000 μl 
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Tras la prehibidación, las membranas se hibridaron con el ARNc marcado (son 
necesarios al menos 2 μg del ARNc marcado) diluido en 750 μl de Solución de hibri-





Transcurrido el tiempo de hibridación, la mezcla con la Solución de hibridación y 
el ARNc se almacenó en un tubo estéril a -20º C.  
Las membranas se lavaron inicialmente con 5 ml de la Solución de lavado 1 (SSC 
2X, SDS 1%), previamente calentada a 60º C, durante 15 minutos con rotación (20-
30 rpm) y a 60º C. Finalizado el tiempo, se descargó la Solución de lavado 1 y se pro-
cedió a realizar un segundo lavado con 5 ml de la Solución de lavado 2 (SSC 0.1X, 
SDS 0.5%), también calentada previamente a 60º C, durante 15 minutos a la misma 
temperatura y con rotación (20-30 rpm). Transcurrido el tiempo indicado, la Solución 
de lavado 2 se desechó.  
 
2.8.6. Detección quimioluminiscente. 
 
A continuación, las membranas se incubaron con 2 ml de Solución de bloqueo Q, 
a temperatura ambiente, durante 40 minutos, con rotación (20-30 rpm).  
Tras el bloqueo, se desechó la solución, y las membranas se incubaron con 2 ml 
de la Solución AP-SA (estreptavidina conjugada con la fosfatasa alcalina diluida en la 
Solución F 1X, 1:8000). La incubación se desarrolló durante 10 minutos con rotación 
(5-10 rpm), a temperatura ambiente.  
Seguidamente, las membranas se lavaron 4 veces con 4 ml de la Solución F 1X, a 
temperatura ambiente con rotación suave. Cada lavado se desarrolló durante 5 minu-
tos. Transcurrido el tiempo, las membranas se aclararon dos veces con 3 ml de la 
Solución G.  
Finalmente, se procedió a realizar el revelado: las membranas se pusieron en con-
tacto durante 2-3 minutos con 1 ml del sustrato CDP-Star, a temperatura ambiente, 
con rotación. Las membranas se autorradiografiaron para su posterior revelado y 
análisis. 
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Las membranas se escanearon con el programa informático Quantity one® (Bio-
Rad). El análisis posterior se realizó con el software GEArray Expression Analysis 
Suite (SuperArray-Bioscience Corporation®, SABiosciences). Los niveles de expre-
sión se normalizaron con el gen GAPDH (Gliceraldehido fosfato deshidrogenasa). El 
programa permitió determinar qué genes estaban expresados ± 2 veces entre los gru-
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2.9. Ensayo de expresión génica mediante PCR cuantitati-
va a tiempo real (qRT-PCR). 
 
La PCR cuantitativa a tiempo real constituye una excelente herramienta para vali-
dar los resultados obtenidos del ensayo  de expresión génica con matrices de oligo-
nucleótidos. El estudio se desarrolló para aquellos genes que mostraron una elevada 
(≥ 6 veces de diferencia) y significativa sobre-expresión tras comparar el perfil de 
expresión génica de tumores no microcíticos de pulmón vs. tumores colorrectales, 
con acortamiento telomérico, en el ensayo con matrices de oligonucleótidos.  
La PCR cuantitativa a tiempo real permite medir la acumulación de productos de 
PCR mediante el empleo de una sonda fluorogénica doblemente marcada (sonda Ta-
qMan®, Applied Biosystems, Foster City, California, Estados Unidos). El método 
proporciona una cuantificación precisa y reproducible de las copias de un gen (Heid 
et al., 1996). La sonda TaqMan® posee en el extremo 5’ un agente emisor de fluores-
cencia (FAMTM, 6-carboxi-fluoresceína) y un agente amortiguador de fluorescencia, 
no fluorescente, minor groove binder (MGB) nonfluorescent quencher (NFQ), en el extremo 
3’ (http://www3.appliedbiosystems.com/). 
En una etapa inicial, transcripción reversa, se produce la síntesis del ADN com-
plementario (ADNc) a partir del ARN total. En la etapa de PCR cuantitativa a 
tiempo real, los productos de PCR son sintetizados a partir del ADNc, empleando 
una mezcla de reacción de PCR, en presencia de la sonda TaqMan MGB (6-FAM dye-
labeled) ®, para detectar la secuencia de interés, y los cebadores, específicos para ampli-
ficar la secuencia de interés (http://www3.appliedbiosystems.com/). 
Cuando la sonda está intacta, la proximidad entre el elemento emisor y el amorti-
guador resulta en la supresión de la emisión de fluorescencia (Figura 2.8, A y B). Al 
aprovechar la actividad nucleasa 5’    3’ de la ADN polimerasa, la  sonda se 
rompe y libera el extremo con el elemento emisor de fluorescencia (Figura 2.8, C). 
Los fragmentos de sonda son desplazados del molde de ADN y la polimerización 
continúa. Este proceso ocurre en cada ciclo y no interfiere en el crecimiento expo-
nencial (Figura 2.8, D), (http://www3.appliedbiosystems.com/). 
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Figura 2.8. Representación esquemática de la PCR cuantitativa a tiempo real.  
Adaptado de http://www3.appliedbiosystems.com/. 
 
Los sistemas de PCR a tiempo real detectan la cantidad de fluorescencia produci-
da en cada ciclo de PCR y los programas de análisis representan dicha fluorescencia 
gráficamente respecto al número de ciclos (Figura 2.9). La cantidad de amplicón pro-
ducido es proporcional al número de moléculas de ARNm iniciales, de forma que en 
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Figura 2.9. Gráfica de amplificación por PCR a tiempo real en escala logarítmica. 
 
 
El eje vertical representa la cantidad de fluorescencia emitida, y el eje horizontal el 
número de ciclos. Threshold es el umbral en el que se produce un cambio significativo 
en la fluorescencia (            , en la figura) y el corte entre el threshold y la curva de am-
plificación determina el Ct (cycle threshold    , en la figura) o ciclo umbral, que se em-
plea para la cuantificación. El cálculo del Ct siempre se realiza en la fase exponencial 
de la curva. 
 
2.9.1. Síntesis del ADN complementario (ADNc), transcripción 
reversa. 
 
Para la síntesis del ADNc se tomó el volumen correspondiente a 2 µg de ARN, 
completando hasta 50 µl con agua libre de nucleasas. A continuación, se preparó la 
mezcla de reacción 2X (Tabla 2.14) para la transcripción reversa (High-Capacity 
cDNA Reverse Transcriptions Kits, Applied Biosystems), incorporando 50 µl al vo-
lumen anterior. Las condiciones para la transcripción reversa se detallan en la figura 
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(Figura 2.10). La concentración final obtenida de ADNc fue de 20 ng/ µl en un vo-
lumen final de 100 µl.  
 
COMPONENTE VOLUMEN (µl) POR REACCIÓN 
Tampón 10X de transcripción reversa 10 
Mezcla 25X dNTPs 4 
Mezcla 10X de cebadores que hibridan al azar 10 
Enzima transcriptasa reversa (MultiScribe Reverse 
Transcriptase, 50 U/µl) 5 
Inhibidor de ARNasas* 2.5 
Agua libre de nucleasas 18.5 
Volumen final 50 
 
Tabla 2.14. Mezcla de reacción para la transcripción reversa. 
 
(*No incluido en el kit High-Capacity cDNA Reverse Transcriptions Kits, Applied 





Figura 2.10. Esquema de reacción de la transcripción reversa. 
 
La amplificación de GAPDH a partir del ADNc sintetizado permite verificar el 
éxito de la reacción de transcripción reversa. Se desarrolló para ello una PCR con-
vencional, empleando cebadores (Sigma Aldrich) exón-exón para GAPDH  (Tabla 
2.15), que no producen amplificaciones a partir del ADN genómico. 
 
CEBADOR SECUENCIA TAMAÑO DEL AMPLIFICADO 
GAPDH  directo 5’-GATCATCAGCAATGCCTCCTG 
≈100 pb 
GAPDH  reverso 5’-TGGCATGGACTGTGGTCATG 
Tabla 2.15. Cebadores empleados para la amplificación de GAPDH . 
 
25º C, 10 minutos 
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La mezcla de reacción para la amplificación de GAPDH se detalla en la siguiente 
tabla (Tabla 2.16). 
 
COMPONENTE VOLUMEN (µl) POR REACCIÓN 
Tampón 10X sin MgCl2 5 
MgCl2 25 mM 2 
Mezcla 10 mM dNTPs 1 
ADN polimerasa 5 U/µl 0.25 
Cebador directo 10 µM 1 
Cebador reverso 10 µM 1 
ADNc 1 
Agua libre de nucleasas 38.75 
Volumen final 50 
Tabla 2.16. Mezcla de reacción para la PCR de GAPDH . 
 







2 minutos 94 1 
30 segundos 94 
40 30 segundos 55 
90 segundos 72 
10 minutos 72 1 
∞ 4 ∞ 
Tabla 2.17. Condiciones para la PCR de GAPDH . 
 
La banda amplificada se identificó en un gel de agarosa al 2%, con TBE 1X, su-
plementado con bromuro de etidio (1 mg/ml) y tampón de carga 1X (composición 
detallada en “Extracción y valoración de ARN”), con ayuda del marcador de peso 
molecular HyperLadder™ V (Bioline, Londres, Reino Unido). 
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2.9.2. PCR cuantitativa a tiempo real. 
 
Para el desarrollo de la PCR cuantitativa a tiempo real se preparó la siguiente mez-
cla de reacción (Tabla 2.18).  
 
COMPONENTE VOLUMEN (µl) POR REACCIÓN 
TaqMan® Gene Expression Assay 20X* 1 
TaqMan® Universal PCR Master Mix 
2X, No AmpErase® UNG# 10 
Agua libre de nucleasas 8 
ADNc (20 ng/µl) 1 
Volumen final 20 
Tabla 2.18. Mezcla de reacción para la PCR cuantitativa a tiempo real.  
(* Y #, Applied Biosystems). 
 
El componente TaqMan® Gene Expression Assay 20X incluye dos cebadores no 
marcados, para amplificar la secuencia de interés, y la sonda TaqMan MGB (6-FAM 
dye-labeled) ®, para detectar la secuencia de interés. La mezcla de reacción, TaqMan® 
Universal PCR Master Mix 2X,  No AmpErase® UNG incluye la ADN polimerasa Am-
pliTaq Gold® DNA polymerase, así como el resto de componentes que aseguran una 
amplificación fiable y precisa de la secuencia objeto de estudio. 
Las amplificaciones de cada muestra para las secuencias objeto de estudio se reali-
zaron por duplicado, en placas de 96 pocillos (MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction 
Plate with Barcode, Applied Biosystems). Se empleó como control negativo la mezcla 
de reacción antes descrita, sin ADNc. Todos los ensayos fueron realizados por dupli-
cado. A continuación se detalla el programa empleado para la amplificación mediante 



























Tabla 2.19. Condiciones para la amplificación por PCR cuantitativa a tiempo real. 
 
El análisis de la PCR cuantitativa a tiempo real se basó en el método comparativo 
del Ct (cycle threshold): 
El valor de expresión del gen objeto de estudio en cada muestra (Ct muestra) se 
comparó con el valor de Ct de dicho gen en la muestra calibradora (Ct calibrador). 
En este trabajo consistió en una mezcla de muestras no tumorales, para cada caso, de 
epitelio colorrectal y epitelio pulmonar, no tumoral. Los niveles de expresión de cada 
gen en la muestra tumoral y en el calibrador fueron normalizados respecto al valor de 
Ct de GAPDH (Ct endógeno), empleado también para la normalización en el ensayo 
de expresión con matrices de oligonucleótidos.  
Así pues, las ecuaciones empleadas para determinar el nivel de expresión del gen 
objeto de estudio en cada muestra, fueron las siguientes: 
 
ΔCt muestra = Ct muestra – Ct endógeno ;  ΔCt calibrador = Ct calibrador – Ct endógeno 
ΔΔCt = ΔCt muestra - ΔCt calibrador; RQ* = 2 - ΔΔCt  
 
* El valor de RQ (relative quantification) del calibrador es 1. Valores de RQ com-
prendidos entre 0.5 y 2 implican que el nivel de expresión del gen objeto de estudio 
en la muestra tumoral es similar al nivel de expresión de dicho gen en el calibrador. 
Valores de RQ > 2 suponen una sobre-expresión del gen objeto de estudio en la 
muestra tumoral, respeto al calibrador. Valores de RQ < 0.5 implican una expresión 
disminuida del gen objeto de estudio en la muestra tumoral, respecto al calibrador.  
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2.10. Estadística.  
 
Para los análisis estadísticos se empleó el programa IBM SPSS (Statistical Package 
for social science) Statistics 19.  
Para evaluar la asociación entre una variable categórica (o nominal) y una variable 
cuantitativa, se analizaron y compararon las medias de la distribución de la variable 
cuantitativa en cada uno de los grupos que forman la variable categórica. Si la varia-
ble categórica es dicotómica, la comparación de medias entre dos grupos se llevó a 
cabo por el test t de Student. Si tiene tres o más categorías, la comparación de medias 
entre tres o más grupos se realizó a través del modelo matemático Análisis de la Va-
rianza (ANOVA de una vía). Las diferencias fueron consideradas estadísticamente 
significativas si P < 0.05. En ambos casos, las pruebas estadísticas son exigentes con 
ciertos requisitos previos: la distribución normal de la variable cuantitativa en los 
grupos que se comparan y la homogeneidad de varianzas en las poblaciones de las 
que proceden los grupos; su incumplimiento conlleva la necesidad de recurrir a prue-
bas estadísticas no paramétricas (U de Mann-Whitney y Kruskal Wallis).  La prueba 
de rangos de Wilcoxon se empleó como alternativa no paramétrica a la prueba T, 
utilizada para comprobar la significación de la diferencia de medias entre dos mues-
tras relacionadas (http://www.fabis.org/).  
Para identificar relaciones de dependencia entre variables cualitativas se utilizó un 
contraste estadístico basado en el test de la Chi-cuadrado (χ2) asumiendo relación de 
dependencia entre variables si P < 0.05.  
Para evaluar el grado de asociación o independencia de dos variables cuantitativas 
se recurrió a las técnicas de correlación y/o regresión. En el caso de incumplirse la 
condición de normalidad en las variables evaluadas se optó por la alternativa no pa-
ramétrica correspondiente: el coeficiente de correlación de Pearson es el paramétrico 
y el de Spearman, el no paramétrico. En términos generales, aceptamos que, si el 
coeficiente de correlación (r) (sea o no paramétrico) es inferior a 0.3, la asociación es 
débil. Si r está comprendido entre 0.3 y 0.7, la asociación es moderada. Y, si r es su-
perior a 0.7, la asociación es fuerte (http://www.fabis.org/). 
El método de Kaplan-Meier fue el procedimiento elegido para estimar las curvas 
de supervivencia, medida como intervalo libre de enfermedad19, y el test Log-Rank 
para compararlas entre sí. Los estudios de supervivencia sólo incluyen a los pacientes 
sometidos a cirugía potencialmente curativa. Así pues, únicamente se consideró a los 
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pacientes que habían desarrollado tumores colorrectales clasificados en los estadios 
A, B o C, y los pacientes con tumores no microcíticos de pulmón  I, II o IIIA. Se 
excluyeron de los análisis de supervivencia los pacientes que habían fallecido en el 
periodo post-operatorio. Se consideraron en estos análisis a los pacientes para los que 
se disponía del dato referente a la longitud telomérica media en la muestra tumoral, y 
del dato referente a la actividad telomerasa, según cada caso. Se consideró un tiempo 
de seguimiento de sesenta meses para las curvas de supervivencia. Se definieron co-
mo datos censurados, los referentes a los pacientes que no habían recidivado en la 
fecha de finalización del estudio, o bien aquellos con los que se había perdido el con-
tacto en un instante determinado. La aplicación electrónica Cutoff Finder (Budczies et 
al., 2012) nos permitió identificar el punto de corte óptimo en relación al estatus te-
lomérico que establece dos subpoblaciones con distinto pronóstico clínico. 
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3.1. Estudio de la función telomérica en los tumores no 
microcíticos de pulmón y su relación con las variables clí-
nico-patológicas. Estudios de pronóstico. 
 
3.1.1. La longitud telomérica y la actividad telomerasa. 
 
La longitud telomérica se obtuvo para un total de 56 muestras tumorales de los 
68 pacientes afectados de cáncer no microcítico de pulmón (CNMP),  y para sus co-
rrespondientes muestras de tejido control. Nótese que la obtención de ADN degra-
dado, o en condiciones subóptimas, limita el uso de algunas muestras para el proto-
colo de medida de la longitud de los fragmentos teloméricos, por ello no se dispuso 
de esta información para toda la población. 
 Para las muestras de tumores no microcíticos de pulmón, la longitud media telo-
mérica (media ± error estándar) fue 4.51 ± 0.33 Kb y 5.44 ± 0.32 Kb, para las mues-
tras no tumorales. La longitud telomérica media entre ambos grupos es significativa-










Además, puede afirmarse que existe una fuerte correlación lineal entre la longitud 
telomérica de las muestras de cáncer no microcítico de pulmón y la longitud telomé-
rica de las muestras control (correlación de Pearson = 0.862; P valor asociado < 



























P < 0.001 
Figura 3.1. La longitud telo-
mérica en las muestras de 
CNMP y en los controles. 
 











Figura 3.2. Diagrama de dispersión 
para las longitudes teloméricas 




La longitud telomérica media de cada pareja de muestras tumoral (TRF T, Telomere 
Restriction Fragments Tumor) y control, no tumoral (TRF N, Telomere Restriction Fragments 
Normal), permite calcular el ratio TRF T/TRF N. El valor medio del ratio TRF 
T/TRF N (media ± error estándar) fue 0.83 ± 0.029. La Figura 3.3 representa un 
ejemplo de los resultados obtenidos para la medida de la longitud de los fragmentos 
teloméricos, en cinco parejas de muestras (tumores no microcíticos de pulmón y su 








Figura 3.3. Resultado de la hi-
bridación con la sonda com-
plementaria a las repeticiones 
teloméricas por Southern-blot. 
Se muestra: en el extremo derecho, 
el marcador de peso molecular 
(MPM) empleado para determinar 
la longitud de los telómeros de las 
distintas muestras, con sus 
correspondientes valores de peso 
molecular expresados en Kb. P: 
paciente; N: muestra control; T: 
muestra tumoral; C1: control de 
alto peso molecular. 







En relación a la actividad telomerasa, y de acuerdo a los criterios establecidos en 
el protocolo “Determinación de la actividad telomerasa”, se detectó actividad telo-
merasa positiva en 61 tumores (89.7% de los casos). En 7 muestras tumorales 
(10.3%) no se detectó actividad telomerasa (definido como actividad telomerasa ne-
gativa). No existen diferencias estadísticamente significativas entre la longitud telo-
mérica media para las muestras de CNMP con actividad telomerasa positiva vs. el 







LONGITUD TELOMÉRICA (Kb), EN 
CNMPs (media ± EE) P 
POSITIVA 49 4.27 ± 0.27 
0.620 
NEGATIVA 7 6.18 ± 1.90 
Tabla 3.1. La actividad telomerasa y la longitud telomérica en los CNMPs (para los 
56 casos de los que se dispuso de la información de longitud telomérica media);  
EE: error estándar. 
 
En cuanto al valor del ratio TRF T/TRF N, para el grupo de tumores con activi-
dad telomerasa positiva fue 0.84 ± 0.03 (media ± error estándar), y para el grupo de 
tumores con actividad telomerasa negativa, 0.77 ± 0.1 (media ± error estándar). 
 
3.1.2. La longitud telomérica y su relación con las variables clínico-
patológicas. 
 
A continuación, se procedió a analizar la posible asociación existente entre la lon-
gitud telomérica, en las muestras de CNMP, y las variables clínico-patológicas de los 










VARIABLE Nº DE CASOS 
LONGITUD TELOMÉRICA (Kb), EN 
CNMPs (media ± EE) 
P Y PRUEBA 
ESTADÍSTICA 
ESTADIO 56   
IA, IB 40 4.45 ± 0.33 
P = 0.500; 
Kruskal-Wallis 
IIA, IIB 2 3.38 ± 1.13 
IIIA 9 3.69 ± 0.48 
IIIB 3 4.54 ± 0.64 
IV 2 10.40 ± 5.88 
T, tumor primario 56   
T1 15 4.58 ± 0.47  
T2 32 4.14 ± 0.38 P = 0.482; Kruskal-Wallis 
T3 5 6.66 ± 2.45  
T4 4 4.53 ± 0.45  
N, invasión a los ganglios 
linfáticos 56 
  
N0 45 4.68 ± 0.40  
N1 2 3.38 ± 1.13 P = 0.801; Kruskal-Wallis 
N2 8 4.00 ± 0.56  
N3 1 ------  
TIPO HISTOLÓGICO 55  
P = 0.172; 
Kruskal-Wallis 
Carcinoma epidermoide o de 
células escamosas 29 4.30 ± 0.36 
Adenocarcinoma 23 4.92 ± 0.64 
Carcinoma indiferenciado de 
célula grande 3 2.54 ± 0.51 
Tabla 3.2. La longitud telomérica en los CNMPs y su relación con las variables clíni-
co-patológicas. EE: error estándar. 
 
A la vista de los resultados obtenidos, y expuestos en la tabla anterior (Tabla 3.2), 
podemos concluir que no hemos encontrado argumentos para relacionar la longitud 









El cociente TRF T/TRF N resulta ilustrativo para conocer el grado de acorta-
miento telomérico en la muestra tumoral respecto a su control. En la siguiente tabla 
(Tabla 3.3) se detalla el análisis efectuado para conocer la posible asociación entre 
este cociente y las variables clínico-patológicas. 
 
VARIABLE Nº DE CASOS 
TRF T/TRF N  
(media ± EE) 
P Y PRUEBA 
ESTADÍSTICA 
ESTADIO 56   
IA, IB 40 0.84 ± 0.04 
P = 0.844; 
ANOVA de un 
factor 
IIA, IIB 2 0.89 ± 0.07 
IIIA 9 0.81 ± 0.05 
IIIB 3 0.70 ± 0.04 
IV 2 0.81 ± 0.25 
T, tumor primario 56   
T1 15 0.87 ± 0.04 
P = 0.420; 
ANOVA de un 
factor 
T2 32 0.83 ± 0.04 
T3 5 0.85 ± 0.08 
T4 4 0.66 ± 0.04 
N, invasión a los ganglios 
linfáticos 56   
N0 45 0.83 ± 0.03 P = 0.790; 
ANOVA de un 
factor 
N1 2 0.89 ± 0.07 
N2 8 0.83 ± 0.05 
N3 1 ------  
TIPO HISTOLÓGICO 55  
P = 0.028; 
Kruskal-Wallis 
Carcinoma epidermoide o de 
células escamosas 29 0.80 ± 0.04 
Adenocarcinoma 23 0.91 ± 0.04 
Carcinoma indiferenciado de 
célula grande 3 0.56 ± 0.17 
Tabla 3.3. Ratio de acortamiento telomérico y su relación con las variables clínico-
patológicas. EE: error estándar. 
 
Considerando los resultados expuestos en la tabla anterior (Tabla 3.3), podemos 
afirmar que el ratio medio de acortamiento telomérico entre los grupos histológicos 
establecidos es significativamente diferente (P = 0.028; Kruskal-Wallis). Así pues, el 
acortamiento telomérico, respecto al tejido control, fue más acusado en los carcino-
mas indiferenciados de célula grande, cuyo ratio medio TRF T/TRF N (media ± 




error estándar) fue 0.56 ± 0.17. Para el resto de las variables clínico-patológicas, el 
ratio medio TRF T/TRF N fue similar entre los diferentes grupos analizados.  
 
3.1.3. La actividad telomerasa y su relación con las variables clíni-
co-patológicas. 
 
Los resultados correspondientes al análisis de la existencia de una posible relación 
de dependencia entre la actividad telomerasa, en la población de CNMPs y las varia-
bles clínico-patológicas, se detallan en la siguiente tabla (Tabla 3.4). Los resultados 
obtenidos revelan que la actividad telomerasa no se asocia con ninguna de las varia-
bles clínico-patológicas evaluadas en la población analizada. 
 




ESTADIO 68   
IA, IB 49 5 44 
0.150 
IIA, IIB 4 0 4 
IIIA 10 0 10 
IIIB 3 1 2 
IV 2 1 1 
T, tumor primario 68    
T1 18 2 16 
0.670 
T2 40 3 37 
T3 6 1 5 
T4 4 1 3 
N, invasión a los ganglios 
linfáticos 68 
   
N0 55 6 49 
0.922 N1 3 0 3 
N2 9 1 8 
N3 1 0 1  
TIPO HISTOLÓGICO 67   
0.422 
Carcinoma epidermoide o de 
células escamosas 34 2 32 
Adenocarcinoma 29 3 26 
Carcinoma indiferenciado de 
célula grande 4 1 3 







3.1.4. Estudios de pronóstico basados en la función telomérica (I). 
 
El manejo de un tamaño muestral insuficiente puede obviar la detección de dife-
rencias en el pronóstico clínico entre grupos de pacientes. Por ello, la información 
relativa a las variables clínico-patológicas, y de función telomérica, de los 68 pacientes 
afectados de CNMP considerados en esta Tesis, se incorporó a la base de datos de 
135 pacientes afectados de CNMP, disponible en nuestro grupo de investigación, 
logrando así una población con un total de 203 pacientes. De igual modo,  las mues-
tras se obtuvieron de pacientes enfermos de cáncer no microcítico de pulmón, e in-
tervenidos quirúrgicamente en el Servicio de Cirugía General y del Aparato Digestivo 
y Servicio de Cirugía Torácica del Hospital Clínico San Carlos de Madrid. En todos 
los casos se dispuso de una muestra de tejido tumoral y no tumoral del mismo pa-
ciente, esta última tomada al menos a 10 cm de distancia del margen del tumor. 
A continuación, se muestra una tabla (Tabla 3.5) en la que se recogen las caracte-
























65 ≤ años 90 
65 > años 87 






TIPO HISTOLÓGICO1 200 
Carcinoma epidermoide o de células escamosas 109 
Adenocarcinoma 80 
Carcinoma indiferenciado de célula grande 11 
















Tabla 3.5. Características clínico-patológicas de los cánceres no microcíticos de pul-
món, de la población considerada en los estudios de pronóstico. 1Para el sexo de los 
pacientes, la edad, el estadio, el tipo histológico, los descriptores T, N y M, y la recu-
rrencia en el proceso tumoral, no se dispuso de la información para 1, 26, 2, 3, 3, 2, 2 y 







La longitud media telomérica (media ± error estándar) para las muestras de tumo-
res no microcíticos de pulmón fue 6.55 ± 0.26 Kb y 6.99 ± 0.19 Kb, para las mues-
tras control. La longitud telomérica media entre ambos grupos es significativamente 
diferente (P = 0.027; prueba t de Student). También se detectó una correlación lineal 
entre la longitud telomérica de las muestras de cáncer no microcítico de pulmón y la 
longitud telomérica de las muestras no tumorales (correlación de Pearson = 0.668; P 
valor asociado < 0.001), (Figura 3.4). El valor medio del ratio TRF T/TRF N (me-









Figura 3.4. Diagrama de dispersión para las longitudes teloméricas (Kb) en las mues-
tras de CNMP y controles. 
 
En relación a la actividad telomerasa, se detectó actividad positiva en 151 tumores 
(84.8%). En 27 muestras tumorales (15.2%) no se detectó actividad telomerasa (defi-
nido como actividad telomerasa negativa)20. No existen diferencias estadísticamente 
significativas entre la longitud telomérica media para las muestras de CNMP con 
actividad telomerasa positiva (6.47 ± 0.27 Kb) vs. el grupo con actividad telomerasa 
negativa (7.05 ± 0.84 Kb), (P = 0.665; prueba U de Mann-Whitney). En cuanto al 
valor del ratio TRF T/TRF N, para el grupo de tumores con actividad telomerasa 
positiva fue 0.94 ± 0.028  (media ± error estándar), y para el grupo de tumores sin 
actividad telomerasa, 0.89 ± 0.06 (media ± error estándar). 
20 Información no disponible para 25 casos. 
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Esta población de pacientes afectados de cáncer no microcítico de pulmón se es-
tratificó en dos grupos, con el fin de explorar si la longitud telomérica puede cons-
tituir un posible biomarcador con valor pronóstico, en el proceso tumoral. La 
aplicación electrónica Cutoff Finder (Budczies et al., 2012)  nos permitió identificar el 
punto de corte óptimo para la longitud telomérica que establece dos subpoblaciones 
con distinto pronóstico clínico. El método de Kaplan-Meier fue el procedimiento 
elegido para estimar las curvas de supervivencia, y el test Log-Rank para compararlas 
entre sí. 
En total formaron parte de este estudio 125 pacientes. El punto de corte óptimo 
que discrimina entre las dos subpoblaciones con un pronóstico clínico significativa-
mente diferente se sitúa en 7.29 Kb (P = 0.034; Log-Rank), (Figura 3.5). Ochenta 
pacientes (80/125; 64%) presentaron una longitud telomérica media en la muestra 
tumoral inferior a 7.29 Kb; treinta y dos de ellos (32/80; 40%) recurrieron en el pro-
ceso tumoral y 48 (48/80; 60%) fueron catalogados como datos censurados. Cuaren-
ta y cinco pacientes (45/125; 36%) mostraron una longitud telomérica media en la 
muestra tumoral superior a 7.29 Kb; tan sólo 9 de ellos (9/45; 20%) recidivaron, y 











Figura 3.5. Curvas de supervivencia mediante el método de Kaplan-Meier conside-
rando la longitud telomérica media en los CNMPs. Entre paréntesis se detalla el nº 
de pacientes que recurren en el proceso tumoral/nº total de casos. 
 
 
Longitud telomérica media en 
el tumor > 7.29 Kb (9/45) 
Longitud telomérica media en 
el tumor < 7.29 Kb (32/80) 
Longitud telomérica media en el tumor > 7.29 Kb-datos censurados 
Longitud telomérica media en el tumor < 7.29 Kb-datos censurados 

























El intervalo libre de enfermedad medio para los pacientes con una longitud telo-
mérica media en la muestra tumoral inferior a 7.29 Kb fue de 39.91 ± 2.68 meses 
(media ± error estándar); y para los pacientes incluidos en el otro grupo (longitud 
telomérica media en la muestra tumoral superior a 7.29 Kb), fue de 48.70 ± 3.31 me-
ses (media ± error estándar). Así pues, la longitud telomérica media en los tumores 
no microcíticos de pulmón parece influir de manera significativa en el pronóstico 
clínico de los pacientes afectados (P = 0.034; Log-Rank). 
 Al aplicar el análisis multivariante de Cox se constató que una longitud telomérica 
media en el tumor inferior a 7.29 Kb, constituía un parámetro de pronóstico adverso 
independiente a otras variables clínico-patológicas. La elección de las variables que 
formaron parte de este análisis se realizó a partir de un análisis univariable, conside-
rando el estadio tumoral y la diseminación a los ganglios linfáticos, puesto que fueron 
las dos únicas variables clínico-patológicas con un nivel de significación inferior a 
0.05.  
Las variables estadio y diseminación a los ganglios linfáticos resultaron ser cova-
riables linealmente dependientes o constantes, por ello el análisis multivariante se 
particularizó para la longitud telomérica media tumoral vs. estadio y longitud telomé-
rica media tumoral vs. diseminación del tumor a los ganglios linfáticos (Tabla 3.6 y 
Tabla 3.7). 
 
VARIABLE RIESGO RELATIVO P 
LONGITUD TELOMÉRICA MEDIA EN EL TUMOR < 7.29 Kb 2.70 0.010 
ESTADIO, I vs. II o IIIa 0.34 0.002 
Tabla 3.6. Análisis multivariante de Cox considerando la longitud telomérica y el 
estadio, en los cánceres no microcíticos de pulmón. 
 
 
VARIABLE RIESGO RELATIVO P 
LONGITUD TELOMÉRICA MEDIA EN EL TUMOR < 7.29 Kb 2.26 0.032 
N, diseminación a los ganglios linfáticos (N0 vs. N1 o N2) 0.41 0.021 
Tabla 3.7. Análisis multivariante de Cox considerando la longitud telomérica y la 
diseminación del tumor a los ganglios, en los cánceres no microcíticos de pulmón. 
    




El ratio de acortamiento telomérico también fue considerado para la reali-
zación de un estudio de supervivencia, de nuevo medida como intervalo libre de 
enfermedad. En este caso, el punto de corte óptimo que nos permitió identificar dos 
subpoblaciones con distinto pronóstico clínico se sitúa en 0.97 (P = 0.040; Log-
Rank), (Figura 3.6). El intervalo libre de enfermedad medio para los pacientes con 
un ratio medio TRF T/TRF N inferior a 0.9721 fue de 39.32 ± 2.89 meses (media ± 
error estándar); y para los pacientes incluidos en el otro grupo (ratio medio TRF 













Figura 3.6. Curvas de supervivencia mediante el método de Kaplan-Meier conside-
rando el ratio medio TRF T/TRF N. Entre paréntesis se detalla el nº de pacientes 
que recurren en el proceso tumoral/nº total de casos. 
 
En total formaron parte de este estudio 125 pacientes. Setenta (70/125; 56%) pre-
sentaron un ratio medio TRF T/TRF N inferior a 0.97; veintinueve de ellos (29/70; 
41.43 %) recurrieron en el proceso tumoral, y cuarenta y uno (41/70; 58.57%) fueron 
catalogados como datos censurados. Cincuenta y cinco pacientes (55/125; 44%) fue-
ron incluidos en el grupo con un ratio medio TRF T/TRF N superior a 0.97; doce 
(12/55; 21.82%) de ellos recidivaron en el proceso tumoral y cuarenta y tres (43/55; 
78.18%) se clasificaron como censurados. El análisis multivariante de Cox verifica 
21 Longitud telomérica media tumoral: 5.08 ± 0.26 Kb. Longitud telomérica media en el tejido no 
tumoral: 6.80 ± 0.30 Kb.  
22 Longitud telomérica media tumoral: 8.43 ± 0.41 Kb. Longitud telomérica media en el tejido no 
tumoral: 7.01 ± 0.24 Kb.   
Ratio medio TRF T/TRF N > 0.97 (12/55) 
Ratio medio TRF T/TRF N <  0.97 (29/70) 
P = 0.040 
Ratio medio TRF T/ TRF N < 0.97-datos censurados 























                                                          
Resultados 
 
que un ratio medio TRF T/TRF N inferior a 0.97 constituye un factor de pronóstico 
desfavorable, independiente del estadio tumoral y del grado de diseminación del tu-
mor a los ganglios linfáticos.  
Como las variables estadio y diseminación a los ganglios linfáticos resultaron ser  
linealmente dependientes o constantes, el análisis multivariante se particularizó para 
la longitud telomérica media tumoral vs. estadio y longitud telomérica media tumoral 
vs. diseminación del tumor a los ganglios linfáticos (Tabla 3.8 y Tabla 3.9). 
 
VARIABLE RIESGO RELATIVO P 
RATIO MEDIO TRF T/TRF N < 0.97 2.02 0.041 
ESTADIO, I vs. II o IIIa 0.42 0.010 
Tabla 3.8. Análisis multivariante de Cox considerando la longitud telomérica y el 
estadio, en los cánceres no microcíticos de pulmón. 
 
VARIABLE RIESGO RELATIVO P 
RATIO MEDIO TRF T/TRF N < 0.97 1.93 0.058 
N, diseminación a los ganglios linfáticos (N0 vs. N1 o N2) 0.44 0.036 
Tabla 3.9. Análisis multivariante de Cox considerando la longitud telomérica y la 
diseminación del tumor a los ganglios, en los cánceres no microcíticos de pulmón. 
 
También fue investigado en esta Tesis la implicación de la actividad telomera-
sa en el pronóstico clínico de los pacientes. En total formaron parte de este estudio 
147 pacientes. En ciento veintinueve (129/147; 87.76%) de las muestras tumorales se 
detectó actividad telomerasa, y dieciocho (18/147; 12.24%) fueron clasificadas en el 
grupo con actividad telomerasa negativa. Tan solo uno de los pacientes (1/18; 
5.56%) en cuya muestra tumoral no se detectó actividad telomerasa, recidivó durante 
el periodo de seguimiento de la serie. Los diecisiete (17/18; 94.44%) restantes se ca-
talogaron en el grupo de censurados. En cuanto a los pacientes en cuya muestra tu-
moral sí se detectó actividad telomerasa, cuarenta y dos (42/129; 32.56%) de ellos 
recurrieron en el proceso tumoral, y los ochenta y siete (87/129; 67.44%) restantes se 
incluyeron en el grupo de censurados. El intervalo medio libre de enfermedad para 
los pacientes en cuya muestra tumoral no se detectó actividad telomerasa fue de 58 ± 
1.92 meses (media ± error estándar); sin embargo, para los sujetos en los que sí se 
detectó actividad telomerasa en el tumor, fue de 43.29 ± 2.09 meses (media ± error 




estándar). El test Log-Rank, mediante el que se compararon las curvas de supervi-
vencia de ambos grupos, reveló la existencia de diferencias significativas en cuanto al 
intervalo medio libre de enfermedad (P = 0.028; Log-Rank), (Figura 3.7). Sin em-
bargo, la actividad telomerasa no puede ser considerada un factor pronóstico inde-
pendiente en el carcinoma no microcítico de pulmón, como reveló el análisis multi-













Figura 3.7. Curvas de supervivencia mediante el método de Kaplan-Meier conside-
rando la actividad telomerasa. Entre paréntesis se detalla el nº de pacientes que recu-
rren en el proceso tumoral/nº total de casos. 
 
3.1.5. Estudios de pronóstico basados en la función telomérica (II). 
 
Con el fin de relacionar las posibles diferencias halladas en el pronóstico clínico de 
los sujetos con un perfil molecular distintivo de factores relacionados con las vías de 
senescencia y muerte celular, también se realizaron los estudios de pronóstico basa-
dos en la función telomérica, en el grupo de 68 pacientes afectados de CNMP, objeto 
de estudio de esta Tesis, asumiendo que el número de casos para este tipo de análisis 
es reducido.  
Considerando la longitud telomérica media en las muestras tumorales, el 
punto de corte óptimo que discrimina entre las dos subpoblaciones con un pronósti-
co clínico diferente se sitúa en 3.295 Kb. Las curvas de supervivencia de ambos gru-
Actividad telomerasa negativa (1/18) 
Actividad telomerasa positiva (42/129) 
Actividad telomerasa negativa-datos censurados 
Actividad telomerasa positiva-datos censurados 
























pos mostraron diferencias próximas a la significación estadística (P = 0.054; Log-












Figura 3.8. Curvas de supervivencia mediante el método de Kaplan-Meier conside-
rando la longitud telomérica media en los CNMPs. Entre paréntesis se detalla el nº 











Longitud telomérica media en 
el tumor < 3.295 Kb (5/21) 
Longitud telomérica media en 
el tumor > 3.295 Kb (13/28) 
Longitud telomérica media en el tumor < 3.295 Kb-datos censurados 
Longitud telomérica media en el tumor  > 3.295 Kb-datos censurados 



















Meses después de la cirugía 




En total formaron parte de este estudio 49 pacientes. En la siguiente tabla (Tabla 
3.10) se detallan las características clínico-patológicas de las dos subpoblaciones: 
 
 SUBPOBLACIONES 
VARIABLE LTMT < 3.295 Kb (N) LTMT > 3.295 Kb (N) 
SEXO 21 28 
Femenino 3 6 
Masculino 18 22 
EDAD*  64.46 ± 2.03 66.59 ± 1.71 
ESTADIO  21 28 
I 17 22 
II 0 1 
IIIA 4 5 
TIPO HISTOLÓGICO 21 27# 
Carcinoma epidermoide o de células 
escamosas 11 15 
Adenocarcinoma 7 12 
Carcinoma indiferenciado de célula 
grande 3 0 
T, tumor primario 21 28 
T1 5 10 
T2 15 15 
T3 1 3 
N, diseminación a los ganglios 
linfáticos 21 28 
N0 18 23 
N1 0 1 
N2 3 4 
M, metástasis (M0) 21 28 
RECURRENCIA 21 28 
NO 16 15 
SÍ 5 13 
Longitud telomérica media en el 
tumor*  2.65 ± 0.13 5.65 ± 0.31 
Longitud telomérica media en el 
tejido normal*  4.05 ± 0.28 6.10 ± 0.36 
Ratio medio TRF T/ TRF N*   0.69 ± 0.04 0.95 ± 0.04 
Tabla 3.10. Resumen de las características clínico-patológicas de las dos subpobla-
ciones de CNMPs analizadas.  
*Media ± error estándar; N: número de casos; #: información no disponible para un 
caso; LTMT: longitud telomérica media en el tumor. 







En la siguiente tabla (Tabla 3.11) se detallan las características de los dos grupos, 
en relación a este estudio de pronóstico: 
 
Longitud telomérica 
media (tumor) Casos Recidivas 
Datos 
censurados 
Estimación de meses libres de enfermedad 
(media ± EE) 
Inferior a 3.295 Kb 21 5 16 50.90 ± 3.76 
Superior a 3.295 Kb 28 13 15 38.29 ± 4.38 
Tabla 3.11. Resumen de los subgrupos que forman parte del estudio pronóstico, en 
los CNMPs, en base a la longitud telomérica media de los tumores. Número de suje-
tos evaluados, censurados, recidivas y tiempo medio libre de enfermedad.  
EE: error estándar. 
 
Puesto que se alcanzaron diferencias próximas a la significación estadística entre 
las curvas de supervivencia de ambas subpoblaciones, realizamos un análisis multiva-
riante para explorar si una LTMT < 3.295 Kb constituía un factor protector ante la 
recurrencia en el proceso tumoral. Para el análisis multivariable de Cox sólo se consi-
deraron el estadio tumoral y el grado de invasión ganglionar, ambas variables con un 
nivel de significación inferior a 0.05 en el análisis univariable. 
De nuevo, el estadio y la diseminación del tumor a los ganglios linfáticos resulta-
ron ser variables linealmente dependientes, y del mismo modo que en el caso ante-
rior, se particularizó el análisis multivariante para el estadio vs. la longitud telomérica 
media tumoral, y la diseminación del tumor a los ganglios vs. la longitud telomérica 
media tumoral (Tabla 3.12 y Tabla 3.13). 
 
VARIABLE RIESGO RELATIVO P 
LTMT  < 3.295 Kb 0.32 0.041 
ESTADIO, I vs. II o IIIa 0.18 0.003 
Tabla 3.12. Análisis multivariante de Cox considerando la longitud telomérica y el 
estadio, en los cánceres no microcíticos de pulmón. 
 
VARIABLE RIESGO RELATIVO P 
LTMT  < 3.295 Kb 0.33 0.045 
N, diseminación a los ganglios linfáticos (N0 vs. N1 o N2) 0.22 0.015 
Tabla 3.13. Análisis multivariante de Cox considerando la longitud telomérica y la 
diseminación del tumor a los ganglios, en los cánceres no microcíticos de pulmón. 
 




Estos análisis constataron que una LTMT < 3.295 Kb constituía un factor protec-
tor ante la recurrencia en el proceso tumoral. Así pues, el estudio pronóstico en base 
a la longitud media tumoral nos permitió advertir la existencia de un subgrupo de 
pacientes con una longitud telomérica media crítica y un manifiesto mejor pronósti-
co.  
 Si excluimos estos casos particulares (con una longitud telomérica media inferior 
a 3.295 Kb y un pronóstico clínico favorable), la aplicación electrónica Cutoff Finder 
nos permite identificar un nuevo punto de corte en la longitud telomérica media tu-
moral, situado en 5.205 Kb, que discrimina entre dos poblaciones con un pronóstico 













Figura 3.9. Curvas de supervivencia mediante el método de Kaplan-Meier conside-
rando la longitud telomérica media en los CNMPs (excluye los casos con una longi-
tud telomérica media en el tumor inferior a 3.295 Kb). Entre paréntesis se detalla el 
nº de pacientes que recurren en el proceso tumoral/nº total de casos. 
 
Un total de 28 pacientes formaron parte de este estudio pronóstico. Doce de ellos 
se incluyen en el subgrupo con una longitud telomérica media en el tumor compren-
dida entre 3.295 y 5.205 Kb; de estadios I (8 casos), II (1 caso) y IIIa (3 casos). Nue-
ve de estos casos considerados recidivaron en el proceso tumoral, y 3 fueron catalo-
Longitud telomérica media en el 
tumor desde 3.295 a 5.205 Kb (9/12) 
Longitud telomérica media en el 
tumor > 5.205 Kb (4/16) 
P = 0.002 
Longitud telomérica media en el tumor desde 3.295 a 5.205 Kb-datos censurados 

























gados como datos censurados. Dieciséis pacientes presentaron una longitud telomé-
rica tumoral media superior a 5.205 Kb, de estadios I (14 casos) y IIIa (2 casos).  Tan 
sólo cuatro de ellos recidivaron, los doce restantes se clasificaron como censurados. 
Los sujetos de ambos grupos difieren notablemente en los meses libres de enfer-
medad: los individuos con telómeros más cortos (desde 3.295 a 5.205 Kb) en la 
muestra tumoral, presentaron un intervalo medio libre de enfermedad de 22.22 ± 
4.84 meses (media ± error estándar). Sin embargo, los pacientes con una longitud 
telomérica media superior a 5.205 Kb en el tumor, mostraron un intervalo medio 
libre de enfermedad de 49.50 ± 4.51 meses (media ± error estándar). El análisis mul-
tivariante de Cox23 constata que, para este subgrupo de individuos,  una longitud 
telomérica media en el tumor comprendida entre 3.295 y 5.205 Kb constituye un 
factor de pronóstico adverso independiente del estadio tumoral (P = 0.017). Para los 
pacientes con esta longitud telomérica media tumoral, el riesgo relativo medio de 
recidivar en el proceso tumoral fue 4.65 veces superior al de los pacientes incluidos 
en el otro grupo (Tabla 3.14).  
 
VARIABLE RIESGO RELATIVO P 
LONGITUD TELOMÉRICA MEDIA EN EL TUMOR 3.295-5.205 Kb  4.65 0.017 
ESTADIO, I vs. II o IIIa  0.22 0.086 
Tabla 3.14. Análisis multivariante de Cox considerando la longitud telomérica y el 
estadio, en los cánceres no microcíticos de pulmón.  
 
El ratio medio de acortamiento telomérico (TRF T/TRF N) también fue 
considerado para la realización de un estudio pronóstico en esta población. El punto 
de corte óptimo para este ratio, de acuerdo a la aplicación electrónica Cutoff Finder, 
que discrimina entre dos subpoblaciones con diferente pronóstico clínico se sitúa en 
0.685 (P = 0.043; Log-Rank), (Figura 3.10). El intervalo libre de enfermedad medio 
para los pacientes con un ratio medio TRF T/TRF N inferior a 0.68524 fue de 55.50 
± 4.27 meses (media ± error estándar); y para los pacientes con  un ratio superior a 
0.68525 fue de 40.62 ± 3.59 meses (media ± error estándar). 
23 En esta subpoblación de 28 pacientes, el grado de diseminación del tumor a los ganglios linfáticos 
no resultó ser una variable con significación estadística en el análisis univariante. 
24 Longitud telomérica media tumoral: 2.65 ± 0.18 Kb. Longitud telomérica media en el tejido no 
tumoral: 4.83 ± 0.33 Kb. 
25 Longitud telomérica media tumoral: 4.86 ± 0.32 Kb. Longitud telomérica media en el tejido no 
tumoral: 5.34 ± 0.34 Kb. 
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Figura 3.10. Curvas de supervivencia mediante el método de Kaplan-Meier conside-
rando el ratio medio TRF T/TRF N. Entre paréntesis se detalla el nº de pacientes 
que recurren en el proceso tumoral/nº total de casos. 
 
Las características de ambos subgrupos en relación a este estudio de pronóstico se 
detallan a continuación (Tabla 3.15). 
 
Ratio medio 
TRF T/TRF N Casos Recidivas 
Datos 
censurados 
Estimación de meses libres 
de enfermedad 
(media ± EE) 
Inferior a 0.685 11 1 10 55.50 ± 4.27 
Superior a 0.685 38 17 21 40.62 ± 3.59 
Tabla 3.15. Resumen de los subgrupos que forman parte del estudio pronóstico, en 
CNMP, en base al ratio medio TRF T/TRF N. Número de sujetos evaluados, censu-
rados, recidivas y tiempo medio libre de enfermedad. EE: error estándar. 
 
De acuerdo a estos resultados, un acortamiento telomérico acusado en los tumo-
res, respecto al tejido normal, parece otorgar un pronóstico clínico mejor. No obs-
tante, no constituye un factor de pronóstico independiente, ni del estadio tumoral (P 
= 0.069; análisis multivariante de Cox), ni del grado de diseminación del tumor a los 
ganglios (P = 0.072; análisis multivariante de Cox). Además, el subgrupo de sujetos 
con un ratio medio TRF T/TRF N inferior a 0.685 incluye a los pacientes con una 
Ratio medio TRF T/TRF N > 0.685 
(17/38) 
Ratio medio TRF T/TRF N < 0.685 (1/11) 
Ratio medio TRF T/TRF N < 0.685-datos censurados 
Ratio medio TRF T/TRF N > 0.685-datos censurados 

























longitud telomérica media de 2.65 ± 0.18 Kb (media ± error estándar). Si excluimos 
de nuevo a los sujetos con una longitud telomérica media inferior a 3.295 Kb, el nue-
vo punto de corte para el ratio TRF T/TRF N, que determina la aplicación electróni-
ca, se halla en 0.98; y discrimina entre dos subpoblaciones con un pronóstico clínico 











En la siguiente tabla (Tabla 3.16) se detallan las características de ambos grupos 
en relación a este estudio pronóstico. 
 
Ratio medio 
TRF T/ TRF N Casos Recidivas 
Datos 
censurados 
Estimación de meses 
libres de enfermedad 
(media ± EE) 
Inferior a 0.9826 15 9 6 29.33 ± 6.15 
Superior a 0.9827 13 4 9 49.18 ± 4.51 
Tabla 3.16. Resumen de los subgrupos que forman parte del estudio pronóstico en 
base al ratio medio TRF T/TRF N. Número de sujetos evaluados, censurados, reci-
divas y tiempo medio libre de enfermedad. EE: error estándar. 
 
 
26 Longitud telomérica media tumoral: 5.05 ± 0.38 Kb. Longitud telomérica media en el tejido no 
tumoral: 6.40 ± 0.53 Kb. 
27 Longitud telomérica media tumoral: 6.33 ± 0.45 Kb. Longitud telomérica media en el tejido no 
tumoral: 5.76 ± 0.48 Kb. 
Ratio medio TRF T/TRF N <  0.98 
(9/15) 
Ratio medio TRF T/TRF N > 0.98 
(4/13) 
Ratio medio TRF T/TRF N < 0.98-datos censurados 
Ratio medio TRF T/TRF N > 0.98-datos censurados 


















Meses después de la cirugía 
Figura 3.11. Curvas de supervi-
vencia, en CNMP, mediante el 
método de Kaplan-Meier con-
siderando el ratio medio TRF 
T/TRF N (excluye los casos 
con una longitud telomérica 
media en el tumor inferior a 
3.295 Kb). Entre paréntesis se 
detalla el nº de pacientes que 
recurren en el proceso tumo-
ral/nº total de casos. 
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Resultados 
 
Excluyendo a los casos con una longitud telomérica crítica, el acortamiento de las 
secuencias teloméricas en el tumor, respecto al tejido normal, otorga un pronóstico 
clínico desfavorable. Sin embargo, no constituye un factor pronóstico independiente 
al estadio tumoral (P = 0.111; análisis multivariante de Cox28). 
En relación a la actividad telomerasa, en este grupo no se detectaron diferencias 
estadísticamente significativas en el pronóstico de los pacientes con actividad telome-
rasa positiva vs. actividad telomerasa negativa, en la muestra tumoral (P = 0.45; Log-
Rank). Formaron parte de este estudio sesenta y un pacientes. No obstante, tan solo 
uno de los cinco individuos carentes de actividad telomerasa en la muestra tumoral, 
recidivó en el proceso tumoral. En las muestras tumorales de cincuenta y seis pacien-













28 En esta subpoblación de 28 pacientes, el grado de diseminación del tumor a los ganglios linfáticos 




                                                          
Resultados 
 
3.2. Estudio de la función telomérica en los tumores colo-
rrectales y su relación con las variables clínico-
patológicas. Estudios de pronóstico. 
 
3.2.1. La longitud telomérica y la actividad telomerasa. 
 
La longitud telomérica media se obtuvo para un total de cincuenta y seis tumores 
colorrectales. En las muestras no tumorales, la longitud telomérica media fue de 5.41 
± 0.28 Kb y para los tumores, 3.80 ± 0.18 Kb. Podemos afirmar que existen diferen-
cias estadísticamente significativas entre ambas (P < 0.001; prueba t de Student), (Fi-
gura 3.12) y que están correlacionadas linealmente (correlación de Pearson = 0.445; 











El valor medio del ratio TRF T/TRF N fue 0.74 ± 0.03. La siguiente figura (Fi-
gura 3.14) ejemplifica la técnica de Southern-blot empleada para la medida de la longi-
tud de los fragmentos teloméricos en cinco parejas de muestras (tumores colorrecta-


















Figura 3.12. La longitud telomérica en las 

























P < 0.001 
Figura 3.13. Diagrama de dispersión para las longitudes 
teloméricas (Kb) en las muestras de CCR y controles. 





Figura 3.14. Resultado de la 
hibridación con la sonda 
complementaria a las repe-
ticiones teloméricas por 
Southern-blot. Se muestra: en 
el extremo derecho, el 
marcador de peso molecular 
(MPM), empleado para 
determinar la longitud de los 
telómeros de las distintas 
muestras, con sus 
correspondientes valores de 
peso molecular, expresados en 
Kb. P: paciente; N: muestra 
control; T: muestra tumoral; 





En cincuenta y una de las 60 muestras tumorales se detectó actividad telomerasa; 
no así en las nueve restantes. La longitud telomérica media entre ambos grupos es 






LONGITUD TELOMÉRICA (Kb), EN 
CCRs (media ± EE) P 
POSITIVA 48 3.75 ± 0.19 
0.493 
NEGATIVA 8 4.11 ± 0.55 
Tabla 3.17. La actividad telomerasa y la longitud telomérica en los CCRs (para los 56 
tumores de los que se dispuso de la información de longitud telomérica media).    
EE: error estándar. 
 
El ratio TRF T/TRF N, para el grupo de tumores con actividad telomerasa posi-
tiva fue 0.72 ± 0.04 (media ± error estándar), y para el grupo de tumores sin activi-
dad telomerasa, 0.83 ± 0.06  (media ± error estándar). 
MPM 






3.2.2. La longitud telomérica y su relación con las variables clínico-
patológicas. 
 
La asociación entre la longitud telomérica media en las muestras de CCR y las va-
riables clínico-patológicas se detalla en la siguiente tabla (Tabla 3.18). 
 
VARIABLE Nº DE CASOS 
LONGITUD TELOMÉRICA 
(Kb), EN CCRs  
(media ± EE) 
P Y PRUEBA 
ESTADÍSTICA 
ESTADIO 52   
A 10 3.44 ± 0.27 
P = 0.415; 
ANOVA de un 
factor 
B 28 4.11 ± 0.29 
C 10 3.47 ± 0.47 
D 4 3.48 ± 0.53 
T, tumor primario 53   
T1 2 3.30 ± 0.08 
P = 0.600; 
ANOVA de un 
factor 
T2 10 3.65 ± 0.30 
T3 35 4.03 ± 0.25 
T4 6 3.37 ± 0.54 
N, invasión a los ganglios 
linfáticos 52   
N0 39 3.96 ± 0.22 P = 0.537; 
ANOVA de un 
factor 
N1 7 3.73 ± 0.45 
N2 6 3.30 ± 0.65 
LOCALIZACIÓN 52  
P = 0.453; 
ANOVA de un 
factor 
DERECHO 13 4.18 ± 0.36 
IZQUIERDO 19 3.55 ± 0.30 
RECTO 20 3.88 ± 0.33 
Tabla 3.18. La longitud telomérica en los CCRs y su relación con las variables clínico-
patológicas. EE: error estándar. 
 
Los resultados expuestos evidencian que la longitud telomérica media en las 
muestras de CCR no presenta diferencias estadísticamente significativas entre las 
diferentes categorías de las variables clínico-patológicas, objeto de estudio.  
 
 




También exploramos la asociación entre las variables clínico-patológicas y el co-
ciente TRF T/TRF N (Tabla 3.19). 
 
VARIABLE Nº DE CASOS TRF T/TRF N (media ± EE) 
P Y PRUEBA 
ESTADÍSTICA 
ESTADIO 52   
A 10 0.71 ± 0.04 
P = 0.798; 
ANOVA de un 
factor 
B 28 0.76 ± 0.06 
C 10 0.67 ± 0.06 
D 4 0.74 ± 0.11 
T, tumor primario 53   
T1 2 0.60 ± 0.03 
P = 0.751; 
ANOVA de un 
factor 
T2 10 0.70 ± 0.05 
T3 35 0.77 ± 0.05 
T4 6 0.73 ± 0.04 
N, invasión a los ganglios 
linfáticos 52   
N0 39 0.75 ± 0.04 
P = 0.810; 
ANOVA de un 
factor 
N1 7 0.71 ± 0.05 
N2 6 0.69 ± 0.11 
LOCALIZACIÓN 52  
P = 0.017; 
ANOVA de un 
factor 
DERECHO 13 0.75 ± 0.04 
IZQUIERDO 19 0.61 ± 0.06 
RECTO 20 0.84 ± 0.06 
Tabla 3.19. Ratio de acortamiento telomérico y su relación con las variables clínico-
patológicas. EE: error estándar. 
 
De acuerdo con los resultados expuestos en la tabla anterior, podemos afirmar 
que existen diferencias estadísticamente significativas para el valor del ratio medio 
TRF T/TRF N entre los distintos grupos establecidos, según la localización del car-
cinoma colorrectal. Para los tumores localizados en el colon izquierdo, el acortamien-
to telomérico se sitúa en valores próximos al 40%, mientras que para los tumores 






3.2.3. La actividad telomerasa y su relación con las variables clíni-
co-patológicas. 
 
Para los carcinomas colorrectales, podemos concluir que no existe ninguna aso-
ciación entre la actividad telomerasa y las variables clínico-patológicas consideradas 
en esta Tesis (Tabla 3.20). 
 
VARIABLE Nº DE CASOS 
ACTIVIDAD TELOMERASA P; χ2 
NEGATIVA POSITIVA 
ESTADIO 56   
A 11 0 11 
0.377 
B 28 5 23 
C 10 2 8 
D 7 2 5 
T, tumor primario 57    
T1 2 0 2 
0.335 T2 11 0 11 T3 37 8 29 
T4 7 1 6 
N, invasión a los ganglios 
linfáticos 56    
N0 41 6 35 
0.622 N1 8 1 7 
N2 7 2 5 
LOCALIZACIÓN 56   
0.132 DERECHO 14 4 10 IZQUIERDO 20 3 17 
RECTO 22 1 21 













3.2.4. Estudios de pronóstico basados en la función telomérica (I). 
 
Con el fin de aumentar el tamaño muestral para la realización de los estudios de 
pronóstico, y de igual modo que en el CNMP, la información clínico-patológica y de 
función telomérica de los 60 pacientes afectados de cáncer colorrectal, considerados 
en esta Tesis, se incorporó a la base de datos de 100 pacientes con CCR, considera-
dos en estudios previos de nuestro grupo de investigación. De esta forma, se dispuso 
de una población de 160 pacientes. De igual modo, las muestras tisulares se obtuvie-
ron a partir de pacientes afectados de cáncer colorrectal, e intervenidos quirúrgica-
mente en el Servicio de Cirugía General y del Aparato Digestivo y Servicio de Cirugía 
Torácica del Hospital Clínico San Carlos de Madrid. En todos los casos se dispuso de 
una muestra de tejido tumoral y no tumoral del mismo paciente. 
 Las características clínico-patológicas de la población considerada en los estudios 
de pronóstico (I) se resumen en la siguiente tabla (Tabla 3.21). 
 





≤ 71 años 67 
> 71 años 63 












Tabla 3.21. Características clínico-patológicas de los carcinomas colorrectales, de la 
población incluida en los estudios de pronóstico. 1Para el estadio, la localización y la 
recurrencia en el proceso tumoral, no se dispuso de la información para 11, 8 y 23 






La longitud telomérica media (media ± error estándar) para las muestras de tumo-
res colorrectales fue 5.49 ± 0.23 Kb y 7.32 ± 0.33 Kb para las muestras no tumora-
les. La longitud telomérica media entre ambos grupos es significativamente diferente 
(P < 0.001; prueba de Wilcoxon) y podemos afirmar que existe una relación lineal 
positiva entre las dos variables (correlación de Spearman = 0.685; P valor asociado < 













Figura 3.15. Diagrama de dispersión para las longitudes teloméricas (Kb) en las 
muestras de CCR y controles. 
 
En un total de 126 (82.4%) tumores se detectó actividad telomerasa y veintisiete 
(17.6%) carecían de ella29. No existen diferencias estadísticamente significativas entre 
la longitud telomérica media para las muestras de CCR con actividad telomerasa posi-
tiva (5.53 ± 0.27 Kb) vs. el grupo con actividad telomerasa negativa (5.46 ± 0.51Kb), 
(P = 0.763; U de Mann-Whitney ). El cociente TRF T/TRF N para el grupo de tu-
mores con actividad telomerasa positiva fue 0.77± 0.03 y para el grupo sin actividad 
telomerasa, 0.83 ± 0.04.  
29 Información no disponible para 7 casos. 
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El estudio de pronóstico basado  en la longitud telomérica media de las 
muestras de cáncer colorrectal nos permitió discriminar entre dos poblaciones con 
diferente evolución clínica. Mediante la aplicación electrónica Cutoff Finder (Budczies 
et al., 2012) identificamos el punto de corte óptimo para la longitud telomérica que 
establece dos subpoblaciones con distinto pronóstico clínico. El método de Kaplan-
Meier fue el procedimiento elegido para estimar las curvas de supervivencia, y el test 
Log-Rank para compararlas entre sí. 
En total formaron parte de este estudio 101 pacientes. El punto de corte óptimo 
que discrimina entre las dos subpoblaciones con un pronóstico clínico significativa-
mente diferente se sitúa en 6.35 Kb (P < 0.001; Log-Rank), (Figura 3.16). Así pues, 
el pronóstico de los pacientes afectados de CCR parece verse afectado por la longi-








Figura 3.16. Curvas de supervivencia mediante el método de Kaplan-Meier conside-
rando la longitud telomérica media en los CCRs. Entre paréntesis se detalla el nº de 







Longitud telomérica media en el tumor < 6.35 Kb (2/73) 
Longitud telomérica media en el tumor > 6.35 Kb (7/28) 
Longitud telomérica media en el tumor > 6.35 Kb-datos censurados 
Longitud telomérica media en el tumor < 6.35 Kb-datos censurados 

























En la siguiente tabla (Tabla 3.22) se detallan las características en relación a este 
estudio de pronóstico, para los dos grupos: 
 
Longitud telomérica 
media (tumor) Casos Recidivas 
Casos 
censurados 
Estimación de meses libres de  
enfermedad (media ± EE) 
Inferior a 6.35 Kb 73 2 71 59.05 ± 0.69 
Superior a 6.35 Kb 28 7 21 48.08 ± 3.94 
Tabla 3.22. Resumen de los subgrupos que forman parte del estudio pronóstico en 
base a la longitud telomérica media de los tumores. Número de casos evaluados, 
censurados, recidivas y tiempo medio libre de enfermedad. EE: error estándar. 
 
El análisis multivariante de Cox (Tabla 3.23) constata que una longitud teloméri-
ca media tumoral inferior a 6.35 Kb constituye un factor de pronóstico favorable, 
independiente del estadio tumoral (P = 0.017). 
 
VARIABLE RIESGO RELATIVO P 
LONGITUD TELOMÉRICA MEDIA EN EL TUMOR < 6.35 Kb 0.145 0.017 
ESTADIO, A o B vs. C 0.059 0.008 
Tabla 3.23. Análisis multivariante de Cox considerando la longitud telomérica y el 
estadio tumoral, en los cánceres colorrectales.  
 
 
El impacto del ratio TRF T/TRF N sobre el pronóstico de los pacientes 
afectados de CCR también fue objeto de estudio. En este caso, el punto de corte 
óptimo se sitúa en 0.665, y marca la diferencia entre dos subpoblaciones con un pro-
nóstico clínico significativamente diferente (P = 0.043; Log-Rank), (Figura 3.17).  
En total formaron parte de este estudio 101 casos. Treinta y tres30 de ellos con un 
ratio medio TRF T/ TRF N inferior a 0.665, ninguno de los cuales recidivó en el 
proceso tumoral, y sesenta y ocho31 con un ratio medio TRF T/TRF N superior a 
0.665, nueve de ellos mostraron recurrencia de la enfermedad. El análisis multivarian-
te de Cox no se realizó en este caso porque ningún individuo con un ratio medio 
30 Longitud telomérica media tumoral: 4.17 ± 0.4 Kb. Longitud telomérica media en el tejido no tu-
moral: 8.98 ± 0.95 Kb. 
31 Longitud telomérica media tumoral: 6.08 ± 0.32 Kb. Longitud telomérica media en el tejido no 
tumoral: 6.66 ± 0.33 Kb. 
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TRF T/TRF N recurrió en el proceso tumoral (se hubiera obtenido un valor indefi-











Por último, en relación a la actividad telomerasa, no podemos afirmar que 
existan diferencias estadísticamente significativas entre las curvas de supervivencia de 
ambos grupos (actividad telomerasa positiva vs. actividad telomerasa negativa), para la 
población objeto de estudio (P = 0.127; Log-Rank), (Figura 3.18).  
Ciento doce pacientes se incluyeron 
en este estudio: diecisiete de ellos ca-
recían de actividad telomerasa en la 
muestra tumoral, y ninguno de ellos 
recidivó en el proceso tumoral; en los 
noventa y cinco restantes sí se detectó 
actividad telomerasa en el tumor, y 
doce de ellos recurrieron en la enfer-
medad. 
 
Figura 3.18. Curvas de supervivencia 
mediante el método de Kaplan-Meier 
considerando la actividad telomerasa. 
Entre paréntesis se detalla el nº de 
pacientes que recurren en el proceso 
tumoral/nº total de casos. 
Actividad telomerasa negativa (0/17) 
Actividad telomerasa positiva (12/95) 
Actividad telomerasa negativa-datos censurados 



















P = 0.127 
Meses después de la cirugía 
Ratio medio TRF T/TRF N > 0.665 (9/68) 



















Meses después de la cirugía 
Ratio medio TRF T/TRF N < 0.665-datos censurados 
Ratio medio TRF T/TRF N > 0.665-datos censurados 
P = 0.043 
Figura 3.17. Curvas de supervi-
vencia mediante el método de 
Kaplan-Meier considerando el 
ratio medio TRF T/TRF N. 
Entre paréntesis se detalla el nº 
de pacientes que recurren en el 







3.2.5. Estudios de pronóstico basados en la función telomérica (II). 
 
Los estudios de pronóstico también se realizaron en la población de sesenta pa-
cientes afectados de CCR, objeto de estudio de esta Tesis, aceptando que el tamaño 
muestral para este tipo de análisis puede ser comprometido. De nuevo, nuestro obje-
tivo se basaba en relacionar las posibles diferencias halladas en el pronóstico clínico 
de los sujetos con un perfil molecular distintivo de factores relacionados con las vías 
de senescencia y muerte celular.  
Los estudios de pronóstico basados en la longitud telomérica media tumo-
ral para esta población, no permiten discriminar entre dos subgrupos con distinta 
evolución. En total formaron parte de estudio 45 pacientes, y tan sólo uno de ellos 
recurrió durante el peridod de seguimiento de la serie. De acuerdo a la aplicación 
electrónica Cutoff Finder, el punto de corte que maximiza las diferencias se sitúa en 
4.29 Kb, para la longitud telomérica media tumoral, y en 0.835 para el ratio TRF 
T/TRF N. 
Veintiocho pacientes presentaron una longitud telomérica media tumoral inferior 
a 4.29 Kb, y ninguno de ellos recidivó en el proceso tumoral. En diecisiete casos, la 
longitud telomérica media en el tumor excedía de 4.29 Kb, y uno de ellos sí recurrió 
en la enfermedad. Las curvas de supervivencia entre ambos grupos distaban de ser 





























Meses después de la cirugía 
Longitud telomérica media en el tumor > 4.29 Kb-datos censurados 
Longitud telomérica media en el tumor < 4.29 Kb-datos censurados 
P = 0.216 Longitud telomérica media en 
el tumor < 4.29 Kb (0/28) 
Longitud telomérica media 
en el tumor > 4.29 Kb (1/17) 
Figura 3.19. Curvas de supervivencia 
mediante el método de Kaplan-
Meier considerando la longitud te-
lomérica media en los CCRs. Entre 
paréntesis se detalla el nº de pacien-
tes que recurren en el proceso tumo-
ral/nº total de casos. 




En relación al ratio TRF T/TRF N, treinta de los cuarenta y cinco pacientes 
considerados en este estudio, mostraron un cociente TRF T/TRF N inferior a 
0.83532, y ninguno de ellos mostró recidiva; quince individuos presentaron un ratio 
TRF T/TRF N superior a 0.83533, y uno de ellos recurrió en el proceso tumoral. Las 













Figura 3.20. Curvas de supervivencia mediante el método de Kaplan-Meier conside-
rando el ratio medio TRF T/ TRF N. Entre paréntesis se detalla el nº de pacientes 






32 Longitud telomérica media tumoral: 3.28 ± 0.22 Kb. Longitud telomérica media en el tejido no 
tumoral: 5.78 ± 0.43 Kb. 
33 Longitud telomérica media tumoral: 5.04 ± 0.30 Kb. Longitud telomérica media en el tejido no 
tumoral: 5.14 ± 0.33 Kb. 
Ratio medio TRF T/TRF N <  0.835 (0/30) 
Ratio medio TRF T/TRF N >  0.835 (1/15) 
Ratio medio TRF T/TRF N < 0.835-datos censurados 
Ratio medio TRF T/TRF N > 0.835-datos censurados 























                                                          
Resultados 
 
Finalmente, el estudio de pronóstico basado en la actividad telomerasa inclu-
ye a un total de cuarenta y seis pacientes, siete de ellos carentes de actividad telome-
rasa en la muestra tumoral, ninguno de los cuales mostró recurrencia. Treinta y nueve 
tumores sí mostraron actividad telomerasa, y uno de ellos recidivó en el proceso tu-
moral. Las curvas de supervivencia de ambos grupos fueron muy similares (P = 









Figura 3.21. Curvas de supervivencia mediante el método de Kaplan-Meier conside-
rando la actividad telomerasa. Entre paréntesis se detalla el nº de pacientes que recu-


























Meses después de la cirugía 
Actividad telomerasa negativa (0/7) 
Actividad telomerasa positiva (1/39) 
Actividad telomerasa negativa-datos censurados 
Actividad telomerasa positiva-datos censurados 
P = 0.697 




3.3. Ensayo de expresión génica de factores relacionados 
con las vías de senescencia y muerte celular, y transforma-
ción y génesis tumoral. Relación con el estatus telomérico. 
 
3.3.1. Ensayo de expresión con matrices de oligonucleótidos. 
 
Mediante el empleo de matrices de oligonucleótidos, comparamos el perfil de ex-
presión génica (en CNMPs vs. CCRs, con acortamiento telomérico34) de factores re-
lacionados con las vías de senescencia y muerte celular (Oligo GEArray® Human p53 
Signaling Pathway Microarray, SABiosciences) y transformación y génesis tumoral (Oligo 
GEArray® Human Cancer PathwayFinder, SABiosciences). El principal objetivo de este 
estudio consiste en explorar si el diferente pronóstico clínico que otorga el estatus 
telomérico en ambos tipos tumorales, se sustenta en una expresión distinta de facto-
res relacionados con estas vías.  
Los estudios de expresión con matrices de oligonucleótidos se llevaron a cabo en 
un número reducido de muestras de CNMP y CCR, con objeto de realizar un estudio 
preliminar que permitiese seleccionar los genes que mostrasen las diferencias de ex-
presión más acusadas, entre ambos tipos tumorales. Posteriormente, en el análisis de 
validación mediante PCR cuantitativa a tiempo real, se analizaron el total de las 
muestras consideradas de ambas patologías. 
En el caso de la matriz de oligonucleótidos Oligo GEArray® Human p53 Signaling 
Pathway Microarray (SABiosciences) se comparó el perfil de expresión génica de seis 
muestras de cáncer colorrectal vs. ocho muestras de tumores no microcíticos de pul-
món, con acortamiento telomérico. A continuación se muestra un ejemplo (Figura 
3.22) y se detallan en la siguiente tabla (Tabla 3.24) las características de las muestras 
consideradas en relación al estatus telomérico.   
Figura 3.22. Ejemplo de dos matrices de oligonu-
cleótidos Oligo GEArray® Human p53 Signaling 
Pathway Microarray (SABiosciences) hibridadas 
con ARN marcado, procedentes de una muestra 
de CCR con acortamiento telomérico (izquierda) y 
una muestra de CNMP con acortamiento telomé-
rico (derecha). 
34 Se consideran, de aquí en adelante, tumores con acortamiento telomérico si el cociente TRF T/ 
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TRF T/TRF N 
CCRs 
1 4.11 6.06 0.68 
3 4.50 6.73 0.67 
11 3.05 5.83 0.52 
12 3.85 5.83 0.68 
14 2.63 5.68 0.46 
20 3.22 5.11 0.63 
CNMPs 
1 3.25 5.79 0.56 
3 1.62 2.08 0.78 
7 3.11 4.57 0.68 
9 3.25 5.79 0.56 
13 2.80 5.29 0.53 
60 6.88 10.05 0.78 
78 6.99 9.45 0.74 
146 4.52 8.01 0.56 
Tabla 3.24. Características de los CCRs y de los CNMPs considerados en este análi-
sis, en relación al estatus telomérico.  
LTM: longitud telomérica media; ref.: referencia. 
 
Para la matriz de oligonucleótidos Oligo GEArray® Human Cancer PathwayFinder 
(SABiosciences) se comparó el perfil de expresión génica de seis muestras de CCR vs. 
siete muestras de CNMP, con acortamiento telomérico. También se muestra un 
ejemplo (Figura 3.23) y se detallan las características en relación al estatus telomérico 
(Tabla 3.25).  
Figura 3.23. Ejemplo de dos matrices de 
oligonucleótidos Oligo GEArray® Hu-
man Cancer PathwayFinder (SABios-
ciences) hibridadas con ARN marcado, 
procedentes de una muestra de CCR con 
acortamiento telomérico (izquierda) y 














TRF T/TRF N 
CCRs 
1 4.11 6.06 0.68 
3 4.50 6.73 0.67 
11 3.05 5.83 0.52 
12 3.85 5.83 0.68 
14 2.63 5.68 0.46 
20 3.22 5.11 0.63 
CNMPs 
1 3.25 5.79 0.56 
2 2.17 2.83 0.77 
6 3.98 4.97 0.80 
9 3.25 5.79 0.56 
13 2.80 5.29 0.53 
78 6.99 9.45 0.74 
146 4.52 8.01 0.56 
Tabla 3.25. Características de los CCRs y de los CNMPs considerados en este análi-
sis, en relación al estatus telomérico.  
LTM: longitud telomérica media; ref.: referencia. 
  
Los resultados del análisis comparativo de las matrices de oligonucleótidos, con el 
software GEArray Expression Analysis Suite (SuperArray-Bioscience Corporation® SA-
Biosciences), mostraron la sobre-expresión significativa (P ≤ 0.01) de una serie de 
genes, en los CNMPs, en comparación a los CCRs, ambos con acortamiento telomé-
rico, tras la normalización con GAPDH. Las diferencias más acusadas35 se obtuvie-
ron para los siguientes genes: AATF (apoptosis antagonizing transcription factor), BNIP3 
(BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3), DAPK1 (death-associated protein kinase 
1), GADD45A (growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha), NDRG1 (N-myc 
downstream regulated gene), SHC1 (SHC (Src homology 2 domain containing) transforming pro-
tein 1) y EGFR (epidermal growth factor receptor). Los ratios de sobre-expresión génica 
entre los CNMPs/CCRs y el P valor asociado al análisis se detallan en la siguiente 
tabla (Tabla 3.26). 
 
















Oligo GEArray® Human p53 
Signaling Pathway Microarray 
AATF NM_012138 6.23 < 0.001 
BNIP3 NM_04052 16.41 < 0.001 
DAPK1 NM_004938 25.38 < 0.001 
GADD45A NM_001924 34.03 0.020 
NDRG1 NM_006096 549.10 < 0.001 
SHC1 NM_003029 30.84 0.01 
Oligo GEArray® Human 
Cancer PathwayFinder EGFR NM_005228 19.30 < 0.001 
Tabla 3.26. Resultados del análisis comparativo de expresión con matrices de oligo-
nucleótidos, entre los CNMPs vs. CCRs con acortamiento telomérico,  
tras la normalización con GAPDH .   
 
3.3.2. Validación mediante PCR cuantitativa a tiempo real del en-
sayo de expresión génica con matrices de oligonucleótidos.  
 
Los resultados de sobre-expresión génica para los siete genes arriba mencionados, 
en los CNMPs vs. CCRs con acortamiento telomérico, se validaron mediante la técni-
ca de PCR cuantitativa a tiempo real. Además, incluimos en el análisis a TP53 (tumour 
protein 53) y a CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2), por su importante papel en 
la senescencia y muerte celular.  
Los valores de ΔCt36 (Ct muestra – Ct endógeno (GAPDH)) de cada muestra se emplearon 
para comparar los niveles de expresión génica. Para cada gen, se comparó el valor 
medio de ΔCt en los CNMPs vs. CCRs, ambos con acortamiento telomérico, median-
te la prueba t de Student, o la alternativa no paramétrica, en caso de ausencia de 
normalidad en la población. Para este análisis se consideraron todas las muestras de 
CNMP y CCR, objeto de estudio en esta Tesis (véase las características clínico-
patológicas “Pacientes y muestras tisulares”), de las que se disponía la información 
relativa al estatus telomérico y del extracto de ARN en condiciones óptimas para el 
desarrollo de esta técnica.  
 
 
36 Nótese, para la interpretación de los resultados, que menores valores de Ct, se corresponden con 
mayor cantidad de molde, y por tanto, mayor actividad transcripcional del gen objeto de estudio. 
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En la siguiente tabla (Tabla 3.27) se detallan los resultados del análisis de expre-










(valor medio de 
ΔCt ± EE) 
P Y PRUEBA 
ESTADÍSTICA 
AATF Hs00201719_m1 CNMPs 37 5.43 ± 0.15 0.213; t de Student CCRs 44 5.16 ± 0.15 
BNIP3 Hs00969291_m1 CNMPs 37 3.95 ± 0.22 P < 0.001; t de Student CCRs 44 7.22 ± 0.21 
DAPK1 Hs00234489_m1 CNMPs 39 5.75 ± 0.32 0.001; t de Student CCRs 44 7.06 ± 0.17 
GADD45A Hs99999173_m1 CNMPs 39 6.90 ± 0.25 0.003; U de Mann-Whitney CCRs 44 7.78 ± 0.19 
NDRG1 Hs00608389_m1 CNMPs 37 1.94 ± 0.24 P < 0.001; t de Student CCRs 44 3.53 ± 0.17 
SHC1 Hs00427539_m1 CNMPs 39 3.67 ± 0.20 0.051; t de Student CCRs 44 4.14 ± 0.14 
EGFR Hs01076091_m1 CNMPs 36 4.58 ± 0.32 P < 0.001; U de Mann-Whitney CCRs 42 5.96 ± 0.17 
TP53 Hs00153340_m1 CNMPs 40 5.33 ± 0.16 P < 0.001; U de Mann-Whitney CCRs 44 4.36 ± 0.21 
CDKN2A Hs00923894_m1 
CNMPs 37 5.05 ± 0.35 P < 0.001; 
t de Student CCRs 44 7.15 ± 0.24 
Tabla 3.27. Resultados del análisis de expresión génica entre los CNMPs vs. CCRs, 
con acortamiento telomérico, tras la normalización con GAPDH  (Hs99999905_m1), 
mediante qRT-PCR. 
 _m: la sonda reconoce uniones exón-exón, evitando la amplificación de ADN genó-
mico; Hs: Homo sapiens; N: número de casos. EE: error estándar. 
 
Al comparar los datos de expresión obtenidos en CNMP y en CCR, ambos con 
acortamiento telomérico, se constata la sobre-expresión de BNIP3, DAPK1, 
GADD45A, NDRG1, EGFR y CDKN2A en los CNMPs, respecto a los carcinomas 
colorrectales. En el caso de SHC1, hallamos diferencias próximas a la significación 
estadística (P = 0.051; t de Student) entre el nivel medio de expresión en los CNMPs 
en relación a los CCRs, ambos con acortamiento telomérico. Respecto a TP53, los 
resultados de qRT-PCR evidencian una actividad transcripcional significativamente 
mayor en los CCRs con acortamiento telomérico. Finalmente, los niveles de expre-






Además, para los CNMPs y CCRs el valor de expresión de cada gen en la muestra 
tumoral, se comparó con el valor de expresión de dicho gen en la muestra calibrado-
ra37, ambos referenciados respecto a la expresión de GAPDH, obteniéndose de este 
modo el valor de ΔΔCt. El valor medio de ΔΔCt o RQ (2 – ΔΔCt) de cada gen se com-
paró entre los CNMPs vs. CCRs, con acortamiento telomérico (Tabla 3.28 y Figura 
3.24). Para la muestra calibradora, el valor de RQ (relative quantification) es 1. Los valo-
res de RQ comprendidos entre 0.5 y 2 implican que el nivel de expresión del gen 
objeto de estudio en la muestra tumoral es similar al nivel de expresión de dicho gen 
en el calibrador. Los datos de RQ superiores a 2 o inferiores a 0.5 suponen, respecti-
vamente, una sobre-expresión o una expresión disminuida del gen objeto de estudio 
en la muestra tumoral, respecto al calibrador. 
 
GENES TIPO TUMORAL N 
EXPRESIÓN 
(valor medio de 
ΔΔCt ± EE) 




de RQ ± EE) 
P Y PRUEBA 
ESTADÍSTICA 
AATF CNMPs 37 1.13 ± 0.15 < 0.001b 0.55 ± 0.06 < 0.001a CCRs 44 -0.29 ± 0.12 1.41 ± 0.12 
BNIP3 CNMPs 37 0.42 ± 0.17 0.032b 0.94 ± 0.12 0.091a CCRs 44 1.04 ± 0.23 0.79 ± 0.11 
DAPK1 CNMPs 39 3.41 ± 0.32 < 0.001b 0.30 ± 0.13 < 0.001a 
CCRs 44 1.53 ± 0.17 0.47 ± 0.06 
GADD45A CNMPs 39 2.03 ±0.28 0.005a 0.45 ± 0.08 0.005a CCRs 44 0.93 ± 0.15 0.68 ± 0.08 
NDRG1 CNMPs 37 1 ± 0.25 0.742b 0.79 ± 0.12 0.887a 
CCRs 44 0.89 ± 0.16 0.74 ± 0.11 
SHC1 CNMPs 39 1.39 ± 0.21 0.001b 0.57 ± 0.09 0.001a CCRs 44 0.49 ± 0.12 0.84 ± 0.07 
EGFR CNMPs 36 0.86 ± 0.32 0.960b 1.32 ± 0.38 0.822a 
CCRs 42 0.87 ± 0.16 0.71 ± 0.09 
TP53 
CNMPs 40 1.41 ± 0.15 < 0.001a 0.49 ± 0.07 < 0.001a 
CCRs 44 0.41 ± 0.2 1.13 ± 0.13 
CDKN2A CNMPs 37 -1.23 ± 0.34 0.370b 5.48 ± 1.19 0.401a CCRs 44 -1.59 ± 0.23 5.24 ± 0.89 
Tabla 3.28. Resultados del análisis de expresión génica entre los CNMPs vs. CCRs, 
con acortamiento telomérico, considerando los valores relativos de expresión, respec-
to a GAPDH  y los grupos calibradores, mediante qRT-PCR. N: número de casos; a: 
U de Mann-Whitney; b: t de Student; EE: error estándar. 
37 La muestra calibradora está integrada por dieciséis muestras no tumorales, procedentes de 16 pa-
cientes afectados de CNMP, y por un grupo de siete muestras no tumorales de siete pacientes afecta-
dos de CCR.  
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Figura 3.24. Valores relativos de expresión de AATF, BNIP3, DAPK1, GADD45A, 
NDRG1, SHC1, EGFR, TP53 y CDKN2A en los CNMPs y CCRs, con acortamiento 
telomérico. *: Resultados significativos. 
 
Cuando el nivel de expresión de los nueves genes incluidos en la tabla (Tabla 
3.28) se relativiza respecto al grupo de muestras no tumorales, se observó que para 
AATF, DAPK1, GADD45A, SHC1 y TP53 la expresión relativa se enmarca en el 
intervalo de expresión considerado como normal en los CCRs, con cualquier grado de 
acortamiento telomérico. Sin embargo, en el caso de los CNMPs, los valores de RQ 
se sitúan bajo el límite de la normalidad.  
 
A continuación, decidimos particularizar los resultados del análisis de expresión 
génica para cada tipo tumoral objeto de estudio de esta Tesis, en relación al estatus 
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3.4. Expresión de factores relacionados con las vías de se-
nescencia y muerte celular, y transformación y génesis 
tumoral en los CNMPs.  
 
3.4.1. La expresión génica y el estatus telomérico.  
 
Con el fin de justificar bajo una perspectiva molecular el diferente pronóstico clí-
nico que confiere el estatus telomérico en los CNMPs, exploramos la posible asocia-
ción existente entre el nivel de expresión de los genes seleccionados y la longitud de 
los telómeros.  
Se consideraron los valores de expresión de los nueve genes objeto de estudio pa-
ra cada una de las muestras de CNMP, respecto a los de la muestra calibradora, en 
ambos casos normalizados en relación a GAPDH. Los valores se presentan como 
ΔΔCt, o RQ (relative quantification, 2 – ΔΔCt).   
Considerando los estudios de pronóstico basados en la función telomérica (3.1.5. 
Estudios de pronóstico basados en la función telomérica (II)), el punto de corte óp-
timo (en relación a la longitud telomérica media tumoral, LTMT) que nos permitió 
discriminar entre dos subpoblaciones con distinto pronóstico clínico, se sitúa en 
3.295 Kb. Las curvas de supervivencia entre ambos grupos (LTMT > 3.295 Kb vs. 
LTMT < 3.295 Kb)  mostraron diferencias próximas a la significación estadística (P 
= 0.054; Log-Rank). Una LTMT < 3.295 Kb resulto ser un factor protector inde-
pendiente del estadio tumoral (P = 0.041; análisis multivariante de Cox) y de la dise-
minación del tumor a los ganglios linfáticos (P = 0.045; análisis multivariante de 
Cox).  
Para conocer si existe, o no, una base molecular que sustenta estas diferencias ha-
lladas en relación al pronóstico clínico, comparamos el perfil de expresión de los 
genes seleccionados, entre los CNMPs con una LTMT < 3.295 Kb vs. LTMT > 




38 Formaron parte de este estudio los mismos casos seleccionados para el estudio de pronóstico (3.1.5. 
Estudios de pronóstico basados en la función telomérica (II)) y de los que se disponía de la informa-
ción relativa a la expresión de los 9 genes objeto de estudio, mediante qRT-PCR.  
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GENES ESTATUS TELOMÉRICO N 
EXPRESIÓN1 
(ΔΔCt ± EE) 
P; 
t de Student 
EXPRESIÓN2 





LTMT < 3.295 Kb 18 1.1 ± 0.23 
0.70 
0.59 ± 0.1 
0.49 
LTMT > 3.295 Kb 27 0.99 ± 0.14 0.58 ± 0.06 
BNIP3 
LTMT < 3.295 Kb 18 0.46 ± 0.20 
0.62 
0.86 ± 0.12 
0.58 
LTMT > 3.295 Kb 27 0.31 ± 0.20 1.02 ± 0.15 
DAPK1 
LTMT < 3.295 Kb 21 3.32 ± 0.46 
0.22 
0.39 ± 0.22 
0.1 
LTMT > 3.295 Kb 27 2.62 ± 0.35 0.33 ± 0.09 
GADD45A 
LTMT < 3.295 Kb 21 2 ± 0.37 
0.35 
0.47 ± 0.12 
0.37 
LTMT > 3.295 Kb 27 1.53 ± 0.33 0.62 ± 0.13 
NDRG1 
LTMT < 3.295 Kb 18 0.96 ± 0.39 
0.78 
0.86 ± 0.19 
0.47 
LTMT > 3.295 Kb 27 1.07 ± 0.22 0.62 ± 0.09 
SHC1 
LTMT < 3.295 Kb 21 1.41 ± 0.30 
0.35 
0.59 ± 0.14 
0.21 
LTMT > 3.295 Kb 27 1.04 ± 0.26 0.72 ± 0.15 
EGFR 
LTMT < 3.295 Kb 18 1.25 ± 0.47 
0.75 
0.95 ± 0.34 
0.63 
LTMT > 3.295 Kb 26 1.08 ± 0.30 1.06 ± 0.47 
TP53 
LTMT < 3.295 Kb 21 1.40 ± 0.24 
0.14 
0.53 ± 0.12 
0.08 
LTMT > 3.295 Kb 27 0.94 ± 0.19 0.72 ± 0.17 
CDKN2A 
LTMT < 3.295 Kb 18 -1.08 ± 0.46 
0.95 
4.43 ± 1.31 
0.89 
LTMT > 3.295 Kb 27 -1.05 ± 0.36 4.38 ± 1.10 
Tabla 3.29. Expresión génica relativa de AATF, BNIP3, DAPK1, GADD45A, 
NDRG1, SHC1, EGFR, TP53 y CDKN2A en los CNMPs con una longitud telomérica 
media (LTM) < 3.295 Kb vs. LTMT > 3.295 Kb. LTMT: longitud telomérica media 
en el tumor; 1: Valor medio de ΔΔCt ± error estándar; 2: Valor medio de RQ ± error 
estándar; EE: error estándar; N: número de casos.      
 
A la vista de los resultados expuestos en la tabla anterior (Tabla 3.29) podemos 
afirmar que, para los nueve genes objeto de estudio, la diferencia de expresión entre 
los CNMPs y el calibrador es similar en ambas subpoblaciones (P > 0.05; t de Sudent 
y U de Mann-Whitney). Por tanto, el pronóstico clínico distintivo que confiere el 
estatus telomérico entre estas subpoblaciones, no puede justificarse por una expre-
sión diferencial de los genes analizados en esta serie de tumores. 
La exclusión de los casos con telómeros críticamente cortos en la muestra tumoral 
y un controvertido buen pronóstico, nos permitió identificar dos nuevas subpoblaciones 
en base a la longitud telomérica media en el tumor (LTMT), con distinta evolución 
clínica. Un subgrupo de pacientes con una LTMT comprendida entre 3.295 y 5.205 
Kb con un pronóstico clínico adverso, y otra subpoblación con una LTMT superior 






basados en la función telomérica (II)). Comparamos el perfil de expresión de los ge-
nes seleccionados, entre los CNMPs con una LTMT comprendida entre 3.295 y 
5.205 Kb vs. LTMT superior a 5.205 Kb (Tabla 3.30), para examinar si existían dife-
rencias entre ambos grupos objeto de estudio,  en relación a la expresión de estos 
genes39. 
 
GENES ESTATUS TELOMÉRICO N 
EXPRESIÓN1 
(ΔΔCt ± EE) P 
EXPRESIÓN2 
(RQ ± EE) P 
AATF 
LTMT 3.295-5.205 Kb 11 1.37 ± 0.19 
0.01a 
0.42 ± 0.04 
0.02a 
LTMT > 5.205 Kb 16 0.73 ± 0.18 0.69 ± 0.1 
BNIP3 
LTMT 3.295-5.205 Kb 11 0.38 ± 0.31 
0.8b 
1 ± 0.03 
0.93b 
LTMT > 5.205 Kb 16 0.27 ± 0.26 1.03 ± 0.16 
DAPK1 
LTMT 3.295-5.205 Kb 11 3.51 ± 0.51 
0.03b 
0.14 ± 0.04 
0.048a 
LTMT > 5.205 Kb 16 2 ± 0.43 0.47 ± 0.14 
GADD45A 
LTMT 3.295-5.205 Kb 11 1.92 ± 0.48 
0.34b 
0.39 ± 0.08 
0.35a 
LTMT > 5.205 Kb 16 1.26 ± 0.45 0.77 ± 0.21 
NDRG1 
LTMT 3.295-5.205Kb 11 1.17 ± 0.47 
0.62a 
0.68 ± 0.18 
0.62a 
LTMT > 5.205 Kb 16 1 ± 0.20 0.58 ± 0.08 
SHC1 
LTMT 3.295-5.205 Kb 11 1.42 ± 0.35 
0.23b 
0.46 ± 0.07 
0.2a 
LTMT > 5.205 Kb 16 0.78 ± 0.36 0.89 ± 0.24 
EGFR 
LTMT 3.295-5.205 Kb 10 1.48 ± 0.52 
0.29a 
0.72 ± 0.35 
0.29a 
LTMT > 5.205 Kb 16 0.83 ± 0.35 1.27 ± 0.73 
TP53 
LTMT 3.295-5.205 Kb 11 1.26 ± 0.26 
0.15a 
0.51 ± 0.11 
0.15a 
LTMT > 5.205Kb 16 0.71 ± 0.26 0.86 ± 0.27 
CDKN2A 
LTMT 3.295-5.205 Kb 11 -0.76 ± 0.56 
0.51b 
3.61 ± 1.79 
0.52a 
LTMT > 5.205 Kb 16 -1.25 ± 0.48 4.91 ± 1.43 
Tabla 3.30. Expresión génica relativa de AATF, BNIP3, DAPK1, GADD45A, 
NDRG1, SHC1, EGFR, TP53 y CDKN2A en los CNMPs con una longitud telomérica 
media de 3.295 – 5.205 Kb vs. LTMT > 5.205 Kb.  
LTMT: longitud telomérica media en el tumor; 1: Valor medio de ΔΔCt ± error es-
tándar; 2: Valor medio de RQ ± error estándar; EE: error estándar; N: número de 
casos; a: U de Mann-Whitney; b: t de Student.     
 
 De acuerdo a los resultados mostrados en la tabla (Tabla 3.30), para AATF y 
DAPK1 la diferencia media de expresión entre los tumores y el grupo de muestras no 
tumorales, fue significativamente más acusada (P = 0.01 y 0.03, respectivamente) en 
39 Formaron parte de este análisis los mismos casos seleccionados para el estudio de pronóstico (3.1.5. 
Estudios de pronóstico basados en la función telomérica (II)) y de los que se disponía de la informa-
ción relativa a la expresión de los 9 genes evaluados. 
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los CNMPs con una LTMT comprendida entre 3.295 y 5.205 Kb (ΔΔCt medio: 1.37 
± 0.19 y 3.51 ± 0.51, para AATF y DAPK1, respectivamente), respecto a los 
CNMPs incluidos en el otro grupo (ΔΔCt medio: 0.73 ± 0.18 y 2 ± 0.43, para AATF 
y DAPK1, respectivamente).   
Así pues, considerando los valores de RQ (2 – ΔΔCt), (Figura 3.25), podemos afir-
mar que, tanto para AATF como para DAPK1, su nivel relativo de expresión se halla 
bajo el límite de la normalidad (RQ < 0.5) en los CNMPs con una LTMT compren-
dida entre 3.295 y 5.205 Kb (RQ medio: 0.42 ± 0.04 y 0.14 ± 0.04, para AATF y 
DAPK1, respectivamente). Sin embargo, para los CNMPs con telómeros más largos, 
el nivel relativo de expresión aumenta (RQ medio: 0.69 ± 0 .1 y 0.47 ± 0.14, para 
AATF y DAPK1, respectivamente) y se incluye en el intervalo definido como normal 










Figura 3.25. Valores relativo de expresión de AATF, BNIP3, DAPK1, GADD45A, 
NDRG1, SHC1, EGFR, TP53  y CDKN2A en los CNMPs con una LTMT de 3.295 – 
5.205 Kb vs. CNMPs con LTMT > 5.205 Kb.  
LTMT: longitud telomérica media tumoral; *: diferencias significativas.     
 
Las acciones pro-apoptóticas de DAPK1 están bien definidas, y a menudo se do-
cumenta su pérdida en los tumores (véase más adelante, apartado 4.4. Discusión). 
Con el fin de ahondar en la relación existente entre la longitud telomérica y la expre-
sión de DAPK1, se seleccionaron cuatro muestras tumorales, con sus correspondien-
tes controles, con el propósito de chequear los niveles de expresión de la proteína, y 




























LTMT de 3.295 a 5.205 Kb







se incluían en el grupo de tumores con una longitud telomérica media comprendida 
entre 3.295 – 5.205 Kb, y las otras dos, en el grupo de tumores con una longitud te-
lomérica media superior a 5.205 Kb.  Las características se detallan a continuación 
(Tabla 3.31). 
 
MUESTRA (ref. lab) LTM CONTROL (Kb) LTM TUMOR (Kb) 
41 4.85 3.43 
31 4.42 3.34 
33 4 5.21 
52 7.23 7.74 
Tabla 3.31. Longitud telomérica media (LTM) en la muestra tumoral, y en el control 
de los casos seleccionados en el ensayo de Western-blot, para DAPK1. Ref. lab: refe-
rencia del laboratorio. 
 
Los resultados obtenidos, aunque muy preliminares40, parecen demostrar que, los 
tumores no microcíticos de pulmón con telómeros cortos (entre 3.295 – 5.205 Kb), 
muestran una expresión disminuida de la proteína pro-apoptótica DAPK1 (Figura 
3.26. a). Mientras que aquellos tumores con telómeros largos, presentan niveles pro-




40 La gran cantidad de extracto proteico requerida para el ensayo de Western-blot resultó un factor 
limitante para la selección de las muestras que formaron parte del ensayo.  
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Figura 3.26. Análisis mediante Western-blot de DAPK1, en cuatro muestras de 
CNMP, y en sus controles: a) Muestras tumorales con una longitud telomérica media 
comprendida entre 3.295 – 5.205 Kb, con sus respectivos controles; b) Muestras tu-
morales con una longitud telomérica media superior a 5.205 Kb, con sus respectivos 
controles. Los porcentajes representan la expresión en el tumor, respecto al control, 
tras la normalización con β-actina. 
 
Aunque no se hallaron diferencias estadísticamente significativas en relación al ni-
vel de expresión de GADD45A, SHC1 y TP53, entre estos dos subgrupos definidos 
de acuerdo a la longitud telomérica media, nótese el aumento de expresión de estos 
genes en los CNMPs con una LTMT > 5.205 Kb, respecto a los CNMPs con LTMT 
comprendida entre 3.295 – 5.205 Kb (Figura 3.25). Los casos incluidos en este últi-
mo subgrupo presentaron un nivel relativo de expresión bajo el límite de la normali-
dad; sin embargo para los CNMPs con una LTMT > 5.205Kb, el nivel de expresión 






3.4.2. La expresión génica y la actividad telomerasa.  
 
A continuación evaluamos la posible asociación entre la actividad telomerasa y la 
expresión de los nueve genes seleccionados (Tabla 3.32). Formaron parte de este 
análisis todos los casos de los que se disponía la información relativa a la actividad 
telomerasa y a la expresión de los nueve genes objeto de estudio. 
 
GENES ACTIVIDAD TELOMERASA N 
EXPRESIÓN1 
(ΔΔCt ± EE) P 
EXPRESIÓN2 
(RQ ± EE) 
P; U de Mann-
Whitney 
AATF NEGATIVA 7 0.93 ± 0.47 0.63a 0.68 ± 0.15 0.63 POSITIVA 56 0.97 ± 0.12 0.62 ± 0.05 
BNIP3 NEGATIVA 7 -0.24 ± 0.40 0.06a 1.44 ± 0.34 0.06 
POSITIVA 56 0.55 ± 0.14 0.88 ± 0.09 
DAPK1 NEGATIVA 7 1.61 ± 0.78 0.09b 0.60 ± 0.20 0.1 POSITIVA 58 2.92 ± 0.25 0.34 ± 0.09 
GADD45A NEGATIVA 7 1.72 ± 0.67 0.76b 0.52 ± 0.20 0.8 
POSITIVA 58 1.51 ± 0.23 0.66 ± 0.11 
NDRG1 NEGATIVA 7 1.41 ± 0.23 0.4b 0.41 ± 0.06 0.27 POSITIVA 56 0.96 ± 0.18 0.74 ± 0.08 
SHC1 NEGATIVA 7 0.60 ± 0.23 0.103b 0.71 ± 0.10 0.24 POSITIVA 58 1.12 ± 0.18 0.70 ± 0.09 
EGFR NEGATIVA 7 1.22 ± 0.82 0.63a 1.12 ± 0.62 0.65 POSITIVA 55 1.10 ± 0.22 0.98 ± 0.25 
TP53 NEGATIVA 7 1.10 ± 0.41 0.99b 0.57 ± 0.13 0.81 POSITIVA 59 1.1 ± 0.14 0.66 ± 0.09 
CDKN2A NEGATIVA 7 -1.05 ± 0.60 0.64b 3.65 ± 1.75 0.51 POSITIVA 56 -1.45 ± 0.29 7.36 ± 1.57 
Tabla 3.32. Expresión relativa de AATF, BNIP3, DAPK1, GADD45A, NDRG1, SHC1, 
EGFR, TP53  y CDKN2A en los CNMPs con actividad telomerasa positiva  vs. acti-
vidad telomerasa negativa.  
1: Valor medio de ΔΔCt ± error estándar; 2: Valor medio de RQ ± error estándar; EE: 
error estándar; N: número de casos; a: U de Mann-Whitney; b: t de Student.      
 
Los resultados recogidos en la tabla anterior (Tabla 3.32) no evidencian diferen-
cias estadísticamente significativas en relación al nivel de expresión de los nueve ge-
nes objeto de estudio, entre los CNMPs con actividad telomerasa, respecto a los tu-
mores carentes de ella. No obstante, aunque no se detectó asociación estadística, 
nótese la expresión aumentada de BNIP3, en los CNMPs sin actividad telomerasa, 
respecto a los tumores telomerasa positivos, con una diferencia en la expresión rela-
tiva próxima a la significación estadística (P = 0.06). En el caso de DAPK1, el valor 
relativo de expresión en los tumores sin actividad telomerasa (0.60 ± 0.20) duplicó al 




detectado en los CNMPs con actividad telomerasa (0.34 ± 0.09), aunque no se detec-
taron diferencias significativas (P = 0.1). 
 
3.4.3. La expresión génica y las variables clínico-patológicas. 
 
Finalmente, analizamos si existía, o no, alguna diferencia entre las distintas catego-
rías de las variables clínico-patológicas en relación al nivel relativo de expresión de 
los genes objeto de estudio, en los CNMPs. 
Con respecto al estadio tumoral, el nivel relativo de expresión de AATF, BNIP3, 
DAPK1, GADD45A, NDRG1, SHC1, EGFR, TP53 y CDKN2A fue similar en todas 
las categorías (I, II, IIIA, IIIB y IV), (P = 0.32, 0.17, 0.19, 0.18, 0.86, 0.13, 0.72, 0.18 
y 0.64, respectivamente; prueba de Kruskal-Wallis). No obstante, la mayoría de los 
casos disponibles en la serie de 68 tumores considerados pertenecían al estadio I. Por 
ello, se comparó también el nivel relativo de expresión de estos nueve genes en los 
casos catalogados en el estadio I vs. el resto de estadios (II, IIIA, IIIB o IV). No se 
encontraron diferencias significativas entre ambos grupos, respecto a la expresión de 
AATF, BNIP3, DAPK1, GADD45A, NDRG1, SHC1, EGFR, y CDKN2A (P = 
0.37, 0.63, 0.11, 0.085, 0.88, 0.28, 0.35 y 0.58, respectivamente; U de Mann-Whitney). 
Para el caso de TP53,  el nivel relativo de expresión fue significativamente superior (P 
= 0.015; U de Mann-Whitney) en los tumores de estadio I (RQ: 0.76 ± 0.11) respecto 
a los CNMPs agrupados en estadios II, IIIA, IIIB o IV (RQ: 0.35 ± 0.04). Nótese 
que los niveles de expresión de DAPK1 y GADD45A muestran diferencias, en rela-
ción al estadio tumoral, próximas a la significación estadística (P = 0.11 y 0.085, res-

























Figura 3.27. Valores relativos de expresión de DAPK1, GADD45A y TP53 en relación 
al estadio tumoral. *: Resultado significativo. 
 
Considerando la variable T, tumor primario, tampoco se hallaron diferencias sig-
nificativas entre los grupos T1, T2, T3 y T4 y el nivel relativo de expresión de AATF, 
BNIP3¸ DAPK1, GADD45A, NDRG1, SHC1, EGFR, TP53 y CDKN2A (P = 0.50, 
0.87, 0.18, 0.06, 0.30, 0.85, 0.40, 0.30 y 0.77, respectivamente; prueba de Kruskal-
Wallis). Para el caso de GADD45A se detectaron diferencias en la expresión próxi-
mas a la significación estadística (P = 0.06) entre las distintas categorías (Figura 
3.28). Los tumores incluidos en la categoría T1 presentaron un nivel relativo de ex-
presión de GADD45A superior, respecto a los tumores incluidos en los subgrupos 
T2, T3 o T4. La expresión de GADD45A disminuía a medida que aumentaba el ta-
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Figura 3.28. Valor relativo de expresión de GADD45A en relación a la variable T, 
tumor primario.  
 
Los CNMPs  de menor tamaño, T1, presentaron un nivel relativo de expresión 
significativamente superior de DAPK1 (P = 0.037; U de Mann-Whitney), respecto a 
los tumores catalogados en los grupos T2, T3 o T4. No se hallaron diferencias signi-
ficativas para AATF, BNIP3, GADD45A, NDRG1, SHC1, EGFR, TP53 y  
CDKN2A (0.39, 0.88, 0.08, 0.064, 0.41, 0.81, 0.91 y 0.71, respectivamente; U de 
Mann-Whitney) entre los CNMPs incluidos en el grupo T1 vs. el resto (T2, T3 o T4). 







































Figura 3.29. Valores relativos de 
expresión de DAPK1, GADD45A y 
NDRG1 en relación al descriptor T, 
en los CNMPs.  





































Los tumores clasificados como T1 presentaron niveles de expresión relativos de 
GADD45A superiores a los catalogados como T2, T3 o T4, aunque la diferencia de 
medias no alcanzó la significación estadística (P = 0.08; U de Mann-Whitney). En el 
caso de NDRG1, fueron los tumores clasificados como T2, T3 o T4 los que presen-
taron un mayor nivel de expresión y, sin embargo, en los tumores T1 el nivel relativo 
de expresión no alcanzó el intervalo considerado como normal (P = 0.064; U de 
Mann-Whitney), (Figura 3.29). 
En relación al grado de diseminación del tumor a los ganglios linfáticos, N,  
no se detectaron diferencias en el nivel de expresión de AATF, BNIP3¸ DAPK1, 
GADD45A, NDRG1, SHC1, EGFR, TP53 y CDKN2A para las categorías N0, N1, 
N2 y N3 (P = 0.63, 0.17, 0.35, 0.41, 0.56, 0.19, 0.80, 0.12 y 0.33, respectivamente; 
prueba de Kruskal-Wallis). Para este caso también examinamos si existían, o no, dife-
rencias para el nivel relativo de expresión de estos genes entre los casos catalogados 
como N0 vs. cualquier grado de invasión ganglionar (N1, N2 o N3). No se obtuvie-
ron diferencias significativas para AATF, BNIP3¸ DAPK1, GADD45A, NDRG1, 
SHC1, EGFR, y CDKN2A (P = 0.27, 0.11, 0.15, 0.22, 0.59, 0.052, 0.47 y 0.17, res-
pectivamente; U de Mann-Whitney). Sin embargo, el nivel de expresión de TP53 fue 
significativamente superior (P = 0.021; U de Mann-Whitney) en los casos en los que 
no se detectó invasión a los ganglios linfáticos (RQ: 0.72 ± 0.10) respecto a aquellos 
con cualquier grado de invasión ganglionar (RQ: 0.32 ± 0.04). También se hallaron 
resultados interesantes para SHC1: el nivel relativo de expresión fue superior en los 
CNMPs sin invasión ganglionar (RQ: 0.76 ± 0.1),  y alcanzó niveles inferiores al in-
tervalo asumido como normal (RQ: 0.45 ± 0.13) en los tumores que presentaron inva-





















Figura 3.30. Valores relativos de expresión de SHC1 y TP53 en relación al grado de 
invasión ganglionar de los CNMPs. *: Resultado significativo. 
 
El análisis comparativo entre el nivel de expresión de los nueve genes objeto de 
estudio y el tipo histológico de los tumores, mostró diferencias significativas para 
AATF, DAPK1, GADD45A, SHC1 y TP5341 (P = <0.001, <0.001, 0.01, 0.004 y 
0.005, respectivamente; prueba de Kruskal-Wallis), (Tabla 3.33 y Figura 3.31).  
 
GENES TIPO HISTOLÓGICO N 
EXPRESIÓN 
(RQ ± EE) P; Kruskal-Wallis 
AATF 
EPIDERMOIDE 32 0.43 ± 0.04 
<0.001 ADENOCARCINOMA 26 0.77 ± 0.09 
CARC. IND. CÉL. 
GRANDE 4 1.23 ± 0.13 
DAPK1 
EPIDERMOIDE 33 0.10 ± 0.02 
<0.001 ADENOCARCINOMA 27 0.39 ± 0.08 
CARC. IND. CÉL. 
GRANDE 4 2.12 ± 1 
GADD45A 
EPIDERMOIDE 33 0.43 ± 0.08 
0.01 ADENOCARCINOMA 27 0.74 ± 0.16 
CARC. IND. CÉL. 
GRANDE 4 1.65 ± 0.84 
41 Existe además una correlación significativa (positiva, moderada a fuerte, según el caso),  entre el 
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GENES TIPO HISTOLÓGICO N 
EXPRESIÓN 
(RQ ± EE) P; Kruskal-Wallis 
SHC1 
EPIDERMOIDE 33 0.45 ± 0.05 
0.004 ADENOCARCINOMA 27 0.88 ± 0.16 
CARC. IND. CÉL. 
GRANDE 4 1.60 ± 0.40 
TP53 
EPIDERMOIDE 33 0.43 ± 0.05 
0.005 ADENOCARCINOMA 28 0.83 ± 0.17 
CARC. IND. CÉL. 
GRANDE 4 1.21 ± 0.46 
Tabla 3.33. Expresión génica relativa de AATF, DAPK1, GADD45A, SHC1  yTP53 en 
los CNMPs, en relación al tipo histológico.  
Valor medio de RQ ± error estándar; EE: error estándar; N: número de casos. 
 
 
Figura 3. 31. Valores relativos de expresión de AATF, DAPK1, GADD45A, SHC1 y 























































































































































































AATF DAPK1 GADD45A SHC1 TP53 
* * * * * 




De acuerdo a estos resultados, el nivel relativo de expresión de los 5 genes indica-
dos fue significativamente superior en los carcinomas indiferenciados de célula gran-
de. Este tipo histológico constituye un subgrupo minoritario en la serie investigada 
en la Tesis. Se detallan, a continuación, las características clínico-patológicas y de 
función telomérica para los cuatro casos clasificados en este tipo histológico (Tabla 
3.34). 
 
VARIABLE  CASO 26 CASO 37 CASO 38 CASO 67 
EDAD  45 58 65 65 
SEXO  mujer mujer varón varón 
ESTADIO  I I I I 
T, tumor primario  T2  T1  T2 T2 
N, invasión ganglionar  N0  N0  N0 N0 
M, metástasis  ausencia  ausencia  ausencia ausencia 
RECURRENCIA  no  no  no sí 
ACTIVIDAD TELOMERASA  negativa  positiva  positiva positiva 
LONG. TELOMÉRICA MEDIA 
TUMOR (Kb)  1.51  3.02  * 3.08 
LONG. TELOMÉRICA MEDIA 
CONTROL (Kb)  5.97  3.53  * 5.28 
TRF T/TRF N  0.25  0.85  * 0.58 
 
Tabla 3.34. Características clínico-patológicas y de función telomérica de los carci-
nomas indiferenciados de célula grande. *: Datos no disponibles. 
 
No se hallaron diferencias significativas para BNIP3, NDRG1, EGFR y CDKN2A 










Por último, analizamos la posible relación entre el nivel de expresión de los nueve 
genes seleccionados y la recurrencia en el proceso tumoral. Se descarta la asocia-
ción entre el nivel relativo de expresión de AATF, BNIP3¸ DAPK1, GADD45A, 
NDRG1, SHC1, TP53 y CDKN2A (P = 0.74, 0.62, 0.38, 0.99, 0.59, 0.27, 0.98 y 0.65, 
respectivamente; prueba de Kruskal-Wallis) y la recidiva. Sin embargo, sí se detecta-
ron diferencias significativas para EGFR (P = 0.02; prueba de Kruskal-Wallis), (Fi-










Figura 3.32. Valor relativo de expresión de EGFR en relación a la recurrencia en el 








































RECURRENCIA EN EL PROCESO TUMORAL 
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3.5. Expresión de factores relacionados con las vías de se-
nescencia y muerte celular, y transformación y génesis 
tumoral en los CCRs. 
 
3.5.1. La expresión génica y la actividad telomerasa42.  
 
A continuación evaluamos la posible asociación entre la actividad telomerasa y la 
expresión de los nueve genes seleccionados (Tabla 3.35). Formaron parte de este 
análisis todos los casos de los que se disponía de la información relativa a la actividad 
telomerasa y a la expresión de los nueve genes objeto de estudio. 
 
GENES ACTIVIDAD TELOMERASA N 
EXPRESIÓN1 
(ΔΔCt ± EE) P 
EXPRESIÓN2 
(RQ ± EE) 
P; U de Mann-
Whitney 
AATF NEGATIVA 7 -0.82 ± 0.2 0.047b 1.88 ± 0.24 0.043 POSITIVA 46 -0.22 ± 0.11 1.34 ± 0.12 
BNIP3 NEGATIVA 7 0.86 ± 0.59 0.655b 0.95 ± 0.42 0.862 POSITIVA 46 1.14 ± 0.22 0.72 ± 0.09 
DAPK1 NEGATIVA 7 1.21 ± 0.40 0.457b 0.56 ± 0.19 0.462 
POSITIVA 46 1.57 ± 0.18 0.47 ± 0.06 
GADD45A NEGATIVA 7 1.09 ± 0.45 0.650b 0.65 ± 0.22 0.636 
POSITIVA 46 0.89 ± 0.15 0.7 ± 0.08 
NDRG1 NEGATIVA 7 0.33 ± 0.41 0.098a 1.10 ± 0.47 0.109 
POSITIVA 46 1.02 ± 0.17 0.68 ± 0.09 
SHC1 NEGATIVA 7 0.51 ± 0.32 0.911b 0.82 ± 0.20 0.793 
POSITIVA 46 0.48 ± 0.11 0.82 ± 0.06 
EGFR NEGATIVA 7 0.44 ± 0.28 0.191b 0.85 ± 0.21 0.198 POSITIVA 44 0.97 ± 0.15 0.66 ± 0.08 
TP53 NEGATIVA 7 0.37 ± 0.39 1a 1.13 ± 0.21 0.636 POSITIVA 46 0.42 ± 0.19 1.08 ± 0.13 
CDKN2A NEGATIVA 7 -2.28 ± 0.65 0.315b 8.83 ± 3.78 0.386 POSITIVA 46 -1.63 ± 0.23 5.28 ± 0.83 
Tabla 3.35. Expresión relativa de AATF, BNIP3, DAPK1, GADD45A, NDRG1, SHC1, 
EGFR, TP53 y CDKN2A en los CCRs con actividad telomerasa positiva  vs. actividad 
telomerasa negativa. 
 1: Valor medio de ΔΔCt ± error estándar; 2: Valor medio de RQ ± error estándar; EE: 
error estándar; N: número de casos; a: U de Mann-Whitney; b: t de Student.      
 
42 Los estudios de pronóstico realizados en la serie de 60 pacientes afectados de CCR, basados en la 
longitud telomérica, no permitieron discriminar entre dos subpoblaciones con distinto pronóstico 




                                                          
Resultados 
 
Los resultados obtenidos sólo demuestran una asociación estadística entre la acti-
vidad telomerasa y el nivel relativo de expresión de AATF, que es significativamente 
superior en los tumores carentes de actividad telomerasa, respecto a los CCRs en los 
que sí se detectó actividad enzimática. 
 
3.5.2. La expresión génica y las variables clínico-patológicas. 
 
Del mismo modo que en el caso anterior, analizamos si existía, o no, alguna dife-
rencia entre las distintas categorías de las variables clínico-patológicas en relación al 
nivel relativo de expresión de los genes objeto de estudio, en los CCRs. 
Considerando el estadio tumoral, no se hallaron diferencias significativas entre 
los estadios A, B, C y D para el nivel relativo de expresión de AATF, BNIP3, 
DAPK1, NDRG1, SHC1, EGFR, TP53 y CDKN2A (P = 0.840, 0.322, 0.072, 0.552, 
0.602, 0.381, 0.781 y 0.556; Kruskal-Wallis). Sí se detectaron diferencias significativas 
para el nivel relativo de expresión de GADD45A (P = 0.043; Kruskal-Wallis) entre 
los estadios A, B, C y D. 
No se hallaron diferencias significativas entre el nivel relativo de expresión de los 
nueves genes, entre los CCRs pertenecientes a los estadios A o B vs. C o D. 
En relación a los descriptores T y N, el 66% de los casos de los que se disponía 
de la información relativa a la expresión génica pertenecían al grupo T3; y el 69.4% 
fueron incluidos en el grupo N0. Por lo tanto, considerando la homogeneidad de los 
grupos, no se realizó en este caso el análisis estadístico. De igual modo, el 91.5% de 
los casos, de los que se disponía de la información referente a la expresión génica, no 
recurrió en el proceso tumoral; tampoco se compararon los niveles relativos de ex-
presión génica entre los casos con y sin recurrencia.  
Por último, podemos descartar que exista una asociación estadística entre la loca-
lización de los tumores colorrectales y el nivel relativo de expresión de AATF, 
BNIP3, DAPK1, GADD45A, NDRG1, SHC1, EGFR, TP53 y CDKN2A (P = 0.222, 
0.490, 0.714, 0.988, 0.201, 0.815, 0.827, 0.704 y 0.656; Kruskal-Wallis).  
 







































El acortamiento progresivo de los telómeros, en cada ciclo de división celular, re-
presenta una barrera fisiológica ante el cáncer. La continua erosión de los extremos 
cromosómicos va marcando la cuenta atrás de la vida de los cromosomas, hasta al-
canzar una longitud crítica, que conduce a un estado de detención del ciclo celular. Se 
desencadena entonces la vía de respuesta al ADN dañado que conduce a la senescen-
cia celular. Si nada se altera, las células pueden permanecer en este estado quiescente 
durante años. Sin embargo, las células tumorales humanas, derivadas de carcinomas, 
son capaces, de forma cuasi universal, de escabullirse de la senescencia celular y de los 
mecanismos de respuesta al ADN dañado. La afectación de válvulas de seguridad 
claves del ciclo celular, como p53, p16 o RB, otorga a las células pre-malignas el pa-
saporte para progresar, alcanzando finalmente el estado de crisis. Las fusiones de los 
extremos de los cromosomas, y otras aberraciones, conducen a un panorama celular 
caracterizado por la inestabilidad genómica y en último término tiene lugar la reacti-
vación de la telomerasa. La telomerasa otorga a las células tumorales una importante 
ventaja selectiva: la inmortalidad. La disfunción telomérica es un evento frecuente en la 
mayoría de los cánceres humanos y son numerosos los trabajos que reconocen y va-
lidan el potencial clínico del estatus telomérico con carácter pronóstico. La actividad 
telomerasa se detecta aproximadamente en el 90% de los tumores malignos, convir-
tiéndola en un atractivo biomarcador, con valor diagnóstico, pronóstico y terapéuti-
co.  
Los tumores sólidos, tales como los de pulmón y colorrectales, continúan afec-
tando a millones de personas en todo el mundo. La identificación de nuevos biomar-
cadores para caracterizarlos constituye una estrategia fundamental para establecer el 
tratamiento inicial, la identificación de grupos de pacientes susceptibles de beneficiar-
se, o no, de una determinada terapia, y la posibilidad de predecir y monitorizar su 
respuesta a la misma. La catalogación de los tumores, basada sólo en sus característi-
cas en el momento del diagnóstico (clasificación TNM), se hace en ocasiones insufi-
ciente para predecir su respuesta a la terapia. Es necesario, por tanto, avanzar desde 
un determinismo temporal hacia un determinismo biológico que contemple, además, 
las características moleculares de los tumores y sus cambios en el tiempo.  
Ahondar en el papel pronóstico de los telómeros, según el tipo tumoral conside-
rado, y explorar la base molecular que lo sustenta, permitirá validar su potencial clíni-
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4.1. La longitud telomérica y la actividad telomerasa en los 
CNMPs y CCRs. 
 
La alteración de los telómeros en los tumores es un evento frecuente, bien por 
una pérdida acusada de las repeticiones teloméricas, bien por procesos de elongación, 
respecto al tejido control no tumoral (Aragona et al., 2000) o por afectación del com-
plejo shelterin (Frias et al., 2012). La disfunción telomérica compromete la estabilidad 
genómica y conduce a distintos tipos de anormalidades, como la pérdida de heterozi-
gosidad, el truncamiento de genes y aneuploidía (Callén y Surrallés, 2004 y Lundblad, 
2001). En particular, la inmensa mayoría de las células tumorales humanas presentan 
telómeros de similar o inferior longitud que las células del tejido no tumoral adyacen-
te (Hiyama, 2009), reflejo de su acusada historia proliferativa, de hecho, las enferme-
dades caracterizadas por una elevada tasa de replicación celular también exhiben esta 
marca característica, el acortamiento telomérico (Artandi y DePinho, 2010). 
En las poblaciones de CNMP y CCR, objeto de estudio de esta Tesis, la longitud 
telomérica media resultó ser significativamente inferior en los tumores en relación a 
sus respectivas muestras control.  
En las etapas tempranas de la carcinogénesis, los estímulos oncogénicos promue-
ven la replicación del ADN provocando el acortamiento telomérico (Denko et al., 
1994; Bartkova et al., 2006; Di Micco et al., 2006; Halazonetis et al., 2008 y Salon et al., 
2006). En la carcinogénesis bronquial, el acortamiento telomérico es un evento 
temprano, como lo constatan los trabajos desarrollados por la Doctora Sylvie Lan-
tuejoul y cols., en lesiones bronquiales pre-invasivas (Lantuejoul et al., 2005). Sin em-
bargo, en CNMP no son muy abundantes los estudios pareados en los que se evalúe 
la longitud de los telómeros en las muestras tumorales y en los controles, no tumora-
les. Los estudios del Doctor Hsu y cols., en el ámbito de la función telomérica y la 
expresión de telomerasa, en pacientes afectados de cáncer no microcítico de pulmón, 
ponen de manifiesto el acortamiento telomérico en los tejidos tumorales, respecto a 
los tejidos control no tumorales, exhibiendo diferencias estadísticamente significati-
vas (Hsu et al., 2006 y Hsu et al., 2007). Nuestro grupo de investigación  también 
constató este hecho (Frías et al., 2008 y Fernández-Marcelo et al., 2012). 
En el cáncer colorrectal también se comprueba el acortamiento telomérico en 
los tumores, respecto a las muestras no tumorales de tejido adyacente, las lesiones 
pre-malignas y las lesiones inflamatorias (Engelhardt et al., 1997). Diversos trabajos 
reflejan una longitud telomérica inferior en los tumores colorrectales, en relación a las 





nuestro propio grupo de investigación también se han verificado estos resultados 
(Garcia-Aranda et al., 2006 y Fernández-Marcelo et al., 2012).  
En otros tipos tumorales, de igual modo se ha demostrado el acortamiento telo-
mérico respecto a las muestras adyacentes no tumorales; como en los carcinomas 
mamarios (Odagiri et al., 1994), en las neoplasias prostáticas intraepiteliales (Meeker et 
al., 2002), en los tumores de cabeza y cuello (Patel et al., 2002), etc. 
Así pues, nuestros resultados, en consonancia con otros previos, demuestran la 
existencia de diferencias entre la longitud telomérica media en los CNMPs y CCRS, 
en relación a sus respectivas muestras control. Además, el cociente TRF T/TRF N 
refleja el grado de acortamiento telomérico en ambos tipos tumorales. No obstante, 
no debe obviarse que los telómeros también se acortan con el envejecimiento en los 
tejidos humanos, excepto en cerebro y corazón, con un carácter relativamente estáti-
co en cuanto a la renovación celular (revisado por Takubo et al., 2010). Sí se tiene 
constancia del acortamiento telomérico en neuronas hipocampales de pacientes con 
la enfermedad de Alzheimer, en comparación a los individuos control (Franco et al., 
2006), y en pacientes con miocardiopatía dilatada, respecto a los controles sanos (Oh 
et al., 2003).  
Los resultados obtenidos en esta Tesis para las poblaciones objeto de estudio, po-
nen de manifiesto que la longitud telomérica en los CNMPs y CCRs está li-
nealmente correlacionada con la longitud telomérica en el tejido control. En 
nuestro grupo de investigación también se comprobó esto previamente, para ambos 
tipos tumorales (Garcia-Aranda et al., 2006 y Frías et al., 2008). El trabajo del Doctor 
Ken-ichi Nakamura  en una serie de ciento veinte y nueve pacientes afectados de 
cáncer colorrectal, reveló que la longitud telomérica en los tumores y en las muestras 
control se correlacionaba significativamente con la edad; las longitudes teloméricas 
de los tumores y los controles también se correlacionaban entre sí de manera signifi-
cativa (Nakamura et al., 2000). Por tanto, la longitud telomérica en los tumores resulta 
también afectada por la historia tisular, y por la capacidad proliferativa del tumor. 
El acortamiento telomérico es un evento prevalente en las células proliferantes. 
En la mayoría de los cánceres humanos la activación de telomerasa es un sello 
distintivo, pues se trata de un mecanismo que permite la proliferación ilimitada de las 
células tumorales. Aunque acontece temprano en la carcinogénesis, no es necesaria 
para la iniciación del tumor. Sin embargo, puede estimular la progresión tumoral ga-
rantizando el mantenimiento telomérico por encima de una longitud crítica, evitando 
de este modo la senescencia celular o la apoptosis (revisado por Jesus y Blasco, 2013). 
En la serie de tumores no microcíticos de pulmón, objeto de estudio en esta Tesis, 
se detectó actividad telomerasa en el 89.7% de los casos, concordante con otros re-
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sultados previamente publicados por nuestro grupo (Frías et al., 2008). Otros trabajos 
también constatan que en la mayoría de los cánceres de pulmón, la telomerasa está 
activada de manera aberrante (Lantuejoul et al., 2004 y Lantuéjoul et al., 2007). 
Respecto a los tumores colorrectales, se detectó actividad telomerasa en cincuenta 
y uno de los sesenta casos objeto de estudio en esta Tesis, es decir, en el 85% de 
ellos. Estos resultados fueron muy cercanos a los previamente publicados por nues-
tro grupo de investigación (Garcia-Aranda et al., 2006), y por otros grupos (En-
gelhardt et al., 1997 y Maláska et al., 2004).   
El específico patrón de expresión de la telomerasa en ambos tipos tumorales, y en 
otros tipos de cáncer, la convierte en una atractiva diana terapéutica. Algunos inhibi-
dores de telomerasa, dirigidos a pacientes afectados de cáncer no microcítico de pul-
món, ya forman parte de ensayos clínicos. Entre ellos se incluyen el oligonucleótido 
antisentido GRN163L (Imetelstat sodio) y las vacunas peptídicas GV1001 y Vx-001 
(Ruden y Puri, 2012). Respecto al carcinoma colorrectal, los ensayos in-vitro con líneas 
celulares, demuestran que el inhibidor de telomerasa GRN163L aumenta el efecto 
citotóxico de ciertos compuestos que dañan el ADN (Tamakawa et al., 2010). 
En un porcentaje minoritario de los cánceres humanos no se detecta actividad te-
lomerasa, y un subgrupo de estos mantiene los telómeros mediante un mecanismo 
alternativo a la telomerasa (ALT). Este fenotipo ALT es relativamente común en 
ciertos sarcomas y astrocitomas. En las neoplasias de origen epitelial es poco frecuen-
te (Heaphy et al., 2011). Considerando los resultados obtenidos en las poblaciones de 
CNMP y CCR, analizadas en esta Tesis, el 10.3 y el 15% de los casos carecieron de 
actividad telomerasa. No es posible concluir si estos tumores recurren a mecanismos 
alternativos de mantenimiento telomérico, o directamente carecen de telomerasa y de 
cualquier estrategia semejante, pues la identificación del fenotipo ALT no se llevó a 
cabo para ninguna de las dos poblaciones. En cualquier caso, los mecanismos alter-
nativos de mantenimiento telomérico deben ser cuidadosamente considerados puesto 
que pueden representar una forma de resistencia a la terapia anti-telomerasa. 
Finalmente, debemos tratar el siguiente resultado que se verificó en las poblacio-
nes de cáncer no microcítico de pulmón y colorrectal: la longitud telomérica media 
en las muestras tumorales, con actividad telomerasa, fue muy similar a la longitud 
determinada en las muestras carentes de actividad telomerasa. Resulta controvertida 
la coincidencia del acortamiento telomérico con la actividad telomerasa, pues ambos 
procesos acontecen en etapas tempranas de la transformación celular. Es plausible 
pensar que la actividad telomerasa garantice el mantenimiento, o incluso elongue, las 





actividad enzimática sea insuficiente al inicio del proceso tumorigénico, como para 
amortiguar la pérdida de secuencias teloméricas en cada ciclo de división celular. 
Como resultado los telómeros se acortan, y son parcialmente estabilizados cuando 
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4.2. La longitud telomérica, la actividad telomerasa y las 
variables clínico-patológicas en los CNMPs y CCRs. 
 
En relación a la carcinogénesis pulmonar, son escasos los trabajos que evalúan 
la posible asociación existente entre el estatus telomérico y las variables clínico-
patológicas. 
Considerando la serie de pacientes afectados de cáncer no microcítico de pulmón, 
los resultados obtenidos en esta Tesis no permiten establecer una asociación entre la 
longitud telomérica y las variables clínico-patológicas. Sin embargo, no debemos ob-
viar que el acortamiento telomérico medio fue significativamente más acusado en el 
grupo de carcinomas indiferenciados de célula grande, respecto a los otros tipos his-
tológicos y, además, la longitud telomérica media de este grupo fue notablemente 
inferior a la del resto de casos considerados. Los carcinomas indiferenciados de célula 
grande constituyen un tipo histológico minoritario, aproximadamente, suponen me-
nos del 10% de la totalidad de los CNMPs (Rossi et al., 2010) y en la serie objeto de 
estudio en esta Tesis, tan sólo están representados por tres casos. Por tanto, los resul-
tados obtenidos deben ser validados en una población más amplia. No obstante, pro-
fundizar en el conocimiento de los distintos tipos y subtipos histológicos del cáncer 
de pulmón, contribuirá a la mejora en el diseño de terapias personalizadas, muchas de 
las cuales ya se asocian a ciertos tipos histológicos. Así, por ejemplo, los adenocarci-
nomas pulmonares responderían a la terapia con bevacizumab43 (Kyle y Spicer, 
2008), pero en el caso de los carcinomas epidermoides, la terapia con bevacizumab 
puede resultar peligrosa, pues se tiene constancia de que algunos pacientes han sufri-
do hemorragias severas que pueden llegar a poner en peligro su vida (revisado por 
Cagle et al., 2011). Finalmente, en consonancia con los resultados obtenidos en esta 
Tesis, el trabajo del Doctor Hsu y cols. constata la ausencia de asociación entre la 
longitud telomérica media tumoral  y el estadio, en el cáncer no microcítico de pul-
món (Hsu et al., 2004). Nuestro propio grupo de investigación tampoco halló una 
asociación estadística entre el estatus telomérico y el estadio TNM, en una serie de 
ochenta y tres pacientes afectados de CNMP (Frías et al., 2008). 
Los resultados son diversos acerca de la asociación entre las variables clínico-
patológicas y el estatus telomérico, en los cánceres colorrectales. 
El Doctor Ralf Gertler y cols. analizaron un grupo de 57 pacientes afectados de 
cáncer colorrectal, en el que los tumores catalogados en el estadio I (clasificados de 
43 Bevacizumab es un anticuerpo monoclonal anti-VEGF (vascular endotelial growth factor) dirigido a 
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acuerdo a la International Union Against Cancer, UICC) presentaron una longitud telo-
mérica media significativamente inferior a la de los tumores de estadios más avanza-
dos y, aunque no alcanzó la significación estadística, el valor del ratio de acortamien-
to telomérico aumentaba conforme lo hacía el estadio tumoral (Gertler et al., 2004). 
En una publicación más antigua, la Doctora Monika Engelhardt y cols., demuestran 
que los tumores de estadios más avanzados (Dukes C y D) mostraron telómeros sig-
nificativamente más largos que los de estadios más tempranos (Dukes A y B), (En-
gelhardt et al., 1997). La justificación de estos hallazgos no debe desvincularse de la 
actividad telomerasa. Gertler y colaboradores muestran en su trabajo una clara ten-
dencia: los niveles de expresión del ARN mensajero de hTERT aumentan a medida 
que lo hace la longitud telomérica en los carcinomas colorrectales, aumentando tam-
bién la invasión local del tumor. Por lo tanto, es posible que la estabilización de los 
telómeros (mediada por la telomerasa) suceda tardíamente en la carcinogénesis colo-
rrectal, tras una vasta proliferación celular (Gertler et al., 2004). El trabajo de la Doc-
tora García-Aranda y cols., en nuestro propio grupo de investigación, no valida esta 
asociación descrita entre el estadio y la longitud telomérica, en una población de no-
venta y un carcinomas colorrectales (Garcia-Aranda et al., 2006). En la serie de CCRs 
evaluada en esta Tesis tampoco se confirmaron esos hallazgos. En la misma publica-
ción de la Doctora García-Aranda también se describe una asociación estadística 
entre la localización anatómica del tumor y el estatus telomérico; así pues, para los 
tumores localizados en el colon derecho, la longitud telomérica media fue significati-
vamente inferior a la de los tumores con otras localizaciones (colon izquierdo y rec-
to), (Garcia-Aranda et al., 2006). El grado de acortamiento telomérico también fue 
más acusado en los tumores localizados en el colon derecho respecto al resto de loca-
lizaciones. De igual modo, la Doctora Enrica Rampazzo  y cols., encuentran diferen-
cias en el estatus telomérico, de acuerdo a la localización anatómica del tumor, en una 
serie de ciento dieciocho pacientes con cáncer colorrectal (Rampazzo et al., 2010). En 
la serie de tumores colorrectales evaluada en esta Tesis, no se detectaron diferencias 
en cuanto a la longitud telomérica media, en relación a la localización del tumor. 
Considerando el ratio de acortamiento telomérico, sí se hallaron diferencias significa-
tivas: respecto al tejido control, fue en los tumores localizados en el colon izquierdo 
donde se producía un acortamiento telomérico más acusado. Nótese que se evaluó 
un menor número de casos, comparado con el de las poblaciones tumorales analiza-
das en los trabajos anteriores, y que no existe un resultado consensuado a este res-
pecto (Gertler et al., 2004 y Tatsumoto et al., 2000). 
En relación a la posible asociación existente entre la presencia, o ausencia, de ac-
tividad telomerasa en la serie de CNMPs objeto de estudio, y las variables clí-
nico-patológicas evaluadas, nuestros resultados no permiten establecer una relación 
estadística: la presencia de actividad telomerasa es una característica cuasi universal 
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entre las distintas categorías de las variables clínico-patológicas. Los trabajos que 
abordan este aspecto ofrecen resultados diversos, y consideran distintas aproxima-
ciones para determinar la presencia y actividad de telomerasa, como el ensayo TRAP, 
la inmunohistoquímica, el Western-blot, etc. El estudio de la Doctora Lantuejoul y 
cols., en una serie de 122 muestras de cáncer de pulmón, que incluía a los tipos histo-
lógicos epidermoide, adenocarcinoma, carcinoma basaloide y carcinoma de pulmón 
de células pequeñas, demuestra que la expresión de telomerasa varía de acuerdo al 
tipo histológico (Lantuejoul et al., 2004). En esta misma publicación, los carcinomas 
de pulmón de estadio I muestran una actividad telomerasa (determinada por el ensa-
yo TRAP e inmunohistoquímica) inferior a la de los casos incluidos en otros estadios 
(II-IV). En la publicación del Doctor Tzu-Chin Wu y cols., donde se analiza el men-
sajero de hTERT y la actividad telomerasa, mediante el ensayo TRAP, en una serie de 
56 tumores de pulmón, que incluía a 34 adenocarcinomas y 22 carcinomas epider-
moides, la presencia, o ausencia, del mensajero de hTERT no se asocia con ninguna 
variable clínico-patológica (sexo, edad, tamaño y grado de invasión del tumor, esta-
dio, tipo histológico y hábito tabáquico), (Wu et al., 2003). En este mismo estudio, la 
presencia, o ausencia, de actividad telomerasa tampoco se relaciona con ninguna de 
las variables clínico-patológicas mencionadas, excepto con la edad de los pacientes: la 
frecuencia de casos con actividad telomerasa fue superior en los individuos cuya edad 
excedía los 55 años. En nuestro propio grupo de investigación, en el trabajo de la 
Doctora Frías y cols., en una serie de 83 carcinomas no microcíticos de pulmón, sí se 
establece, sin embargo, una asociación estadísticamente significativa entre la actividad 
telomerasa y el estadio, tamaño y tipo histológico de los tumores (Frías et al., 2008). 
La heterogeneidad de los resultados disponibles impone la necesidad de ampliar estos 
estudios para alcanzar datos consensuados. 
Para los carcinomas colorrectales, nuestros resultados no confirman ninguna 
asociación estadística entre la actividad telomerasa y las variables clínico-
patológicas consideradas. Aunque los trabajos publicados ofrecen resultados diver-
sos, y consideran no sólo la actividad, sino también los niveles de ARN mensajero de 
hTERT. El trabajo de la Doctora Bertorelle y cols. demuestra que los niveles de men-
sajero de hTERT aumentan a medida que lo hace el estadio tumoral (Bertorelle et al., 
2013), y validan así resultados previos aportados por otros grupos (Terrin et al., 2008 
y Rampazzo et al., 2010). En la misma publicación de la Doctora Bertorelle y cols., y 
en consonancia con el trabajo de la Doctora Rampazzo, en la serie de 137 tumores 
colorrectales analizada, no hallan una correlación entre los niveles del mensajero de 
hTERT y la localización del tumor. En una publicación previa, (Simsek et al., 2010), la 
determinación por inmunohistoquímica de hTERT en una serie de 20 pólipos hiper-





tumoral, reveló que la expresión de hTERT aumentaba conforme lo hacía el grado 
histológico. En el trabajo del Doctor Maláska y cols., sí se demuestra la existencia de 
diferencias estadísticamente significativas, en relación a la actividad telomerasa, con-
siderando el grado de invasión del tumor a los ganglios linfáticos regionales: la activi-
dad telomerasa es superior en las muestras tumorales con cualquier grado de invasión 
ganglionar (N1 o N2), respecto a las que carecen de metástasis a los ganglios linfáti-
cos regionales (N0), (Maláska et al., 2004). En nuestro propio grupo de investigación, 
los resultados expuestos en el trabajo de la Doctora García-Aranda y cols., en una 
serie de 91 carcinomas colorrectales, no se halló ningún tipo de asociación estadística 
entre la presencia, o ausencia, de actividad telomerasa y las variables clínico-
patológicas evaluadas (sexo, edad, estadio tumoral, localización del tumor, grado de 
diferenciación y recurrencia en el proceso tumoral), (Garcia-Aranda et al., 2006). De 
nuevo, la diversidad de resultados disponibles hace que sea necesario consensuar los 
estudios, en relación a la determinación de la actividad telomerasa y su relación con 
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4.3. Estudios de pronóstico basados en la función telomé-
rica, en los CNMPs y CCRs.  
 
El potencial uso clínico del estatus telomérico para el establecimiento del 
pronóstico de los tumores sólidos, así como de las leucemias, ha sido ampliamente 
considerado y continua siendo objeto de estudio en el ámbito de la oncología (Bisoffi 
et al., 2006; Rampazzo et al., 2012 y Roos et al., 2008). Su valor predictivo, para eva-
luar el riesgo de padecer un proceso tumoral, u otra patología, y su evolución 
(Weischer et al., 2013 y Fitzpatrick et al., 2011) resulta también muy atractivo. 
Aunque la disfunción telomérica es un evento frecuente en los tumores, los resul-
tados acerca de su implicación en el pronóstico clínico de los pacientes con cáncer, 
resultan muy diversos. Respecto a los carcinomas mamarios, por ejemplo, la primera 
publicación que lo aborda (Odagiri et al., 1994) no evidencia una correlación estadís-
tica entre la longitud telomérica y el tiempo de supervivencia, en la serie de cuarenta y 
un carcinomas mamarios analizada. Otros trabajos, en los que se evalúa el estatus 
telomérico, según el contenido en ADN telomérico, sí demuestran el valor pronósti-
co de los telómeros en el cáncer de mama (Griffith et al., 1999b y Fordyce et al., 
2006). Las publicaciones más recientes tampoco están exentas de controversia. El 
trabajo del Doctor Lingeng Lu y cols., en una serie de 348 tumores mamarios, no 
muestra una relación entre la longitud telomérica, determinada por qPCR, y la evolu-
ción de la enfermedad (Lu et al., 2011). No obstante, el estudio reciente de la Doctora 
Martínez-Delgado y cols., verifica la utilidad clínica de la disfunción telomérica en el 
cáncer de mama: esta se haya frecuentemente asociada a los tumores hereditarios, y 
puede representar un biomarcador informativo de su agresividad (Martinez-Delgado 
et al., 2013).  
En el cáncer de próstata, la disminución en el contendido de ADN telomérico se 
asocia con una peor evolución clínica de la enfermedad, así como con marcadores de 
progresión tumoral (Donaldson et al., 1999 y Fordyce et al., 2005). El reciente trabajo 
del Doctor Heaphy y cols. ratifica el uso de los telómeros como biomarcadores de 
pronóstico en el cáncer de próstata (Heaphy et al., 2013). En otros tipos tumorales 
menos frecuentes, como los tumores de cabeza y cuello (Patel et al., 2002), los neuro-
blastomas (Ohali et al., 2006) y los gliobastomas (Torre et al., 2011), también está ex-
tendido el análisis de los telómeros como herramienta de pronóstico. 
Ahondar, por tanto, en el conocimiento del estatus telomérico con valor pronósti-





dores, permitirá la identificación de nuevos subgrupos de pacientes con distinta evo-
lución clínica y susceptibles de recibir terapias personalizadas. 
El presente estudio pretende contribuir a dilucidar el papel pronóstico de los 
telómeros en el CNMP y CCR. En ambos casos, las poblaciones iniciales objeto de 
estudio se incorporaron a las bases de datos de CNMP y CCR disponibles en nuestro 
propio grupo de investigación, con el fin de aumentar la potencia estadística. En las 
dos patologías se recurrió al uso de la aplicación electrónica Cutoff Finder (Budczies et 
al., 2012) con el objetivo de optimizar la búsqueda de puntos de corte relativos al 
estatus telomérico, que discriminan entre dos subpoblaciones con distinto pronóstico 
clínico. 
Para los tumores no microcíticos de pulmón, una longitud telomérica media 
inferior a 7.29 Kb, y casi cualquier grado de acortamiento telomérico (TRFT/TRF N 
< 0.97) en la muestra tumoral, respecto al tejido control, constituyen factores de 
pronóstico adverso, independientes del estadio y del grado de diseminación del tu-
mor a los ganglios linfáticos. Así pues, considerando que en la serie de pacientes en la 
que se desarrolla este estudio, con más de 100 individuos, la longitud telomérica me-
dia en las muestras no tumorales se sitúa en torno a 6.99 Kb, podemos establecer que 
los enfermos con una longitud telomérica media tumoral inferior a la media de las 
muestras control, presentan un pronóstico clínico significativamente más adverso.   
El estudio del estatus telomérico como factor de riesgo para el desarrollo del cán-
cer de pulmón, aún sigue aportando resultados inconclusos (revisado por Lan et al., 
2013), pero resulta también un marcador atractivo para predecir el curso de la enfer-
medad, aunque son escasos los trabajos publicados al respecto. En una publicación 
pionera, el Doctor Shirotani y cols. demostraron que, en su serie de muestras anali-
zada (46), la alteración telomérica sucedía tanto en el subgrupo de carcinomas de 
células pequeñas como en los adenocarcinomas (Shirotani et al., 1994). Sin embargo, 
no fueron capaces de establecer una asociación clara entre este evento y el pronóstico 
de los pacientes. En un trabajo posterior, el Doctor Hirashima y cols. concluyeron 
que los pacientes con alteraciones en la longitud telomérica (elongación o reducción, 
definida según los límites establecidos en la publicación) tenían tiempos de supervi-
vencia significativamente inferiores a los de los pacientes que carecían de estas altera-
ciones (Hirashima et al., 2000). Cuatro años después de la anterior publicación, el 
Doctor Hsu y cols., evaluaron una serie de 79 pacientes afectados de CNMP, y con-
cluyeron que la probabilidad de supervivencia a los cuatro años de la resección qui-
rúrgica del tumor, era significativamente inferior para el subgrupo con un acorta-
miento telomérico más agudo en las células tumorales, respecto al tejido control (Hsu 
et al., 2004). Nuestro propio grupo de investigación  demostró que la probabilidad de 
recurrir en el proceso tumoral, tras la intervención quirúrgica, era significativamente 
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superior para los pacientes con cualquier grado de acortamiento telomérico en la 
muestra tumoral, respecto al tejido sano (Frías et al., 2008). El trabajo más reciente 
que considera la longitud telomérica como herramienta para predecir el pronóstico 
de los pacientes intervenidos de CNMP, evalúa una serie de 164 sujetos y determina 
la longitud telomérica relativa de los tumores mediante PCR cuantitativa (qPCR). Los 
pacientes categorizados en el cuartil con los telómeros más cortos, primer cuartil, 
mostraron un pronóstico clínico significativamente más adverso, respecto a los indi-
viduos clasificados en el segundo, tercer y cuarto cuartil, con telómeros más largos 
(Jeon et al., 2012). 
Así pues, los trabajos previos existentes en la bibliografía que han contemplado el 
valor pronóstico del estatus telomérico en el CNMP aún no ofrecen resultados con-
cluyentes, y no adoptan criterios uniformes. Los iniciales, consideran de manera ge-
neral alteraciones en la longitud telomérica media, por exceso o defecto, respecto a 
un intervalo definido como normal. Las publicaciones posteriores emplean como 
biomarcador el grado de acortamiento telomérico en el tumor, respecto al tejido con-
trol, no tumoral. Y el trabajo más reciente, obvia el estatus telomérico en el tejido 
sano, y sólo considera la longitud telomérica de los tumores. Además, a menudo el 
número de casos analizado es reducido e incluye a etnias muy concretas. Y aunque en 
general, la medida de la longitud de los fragmentos teloméricos se lleva a cabo em-
pleando la técnica de Southern-blot, el trabajo más reciente recurre a la qPCR, y por 
tanto sólo es capaz de ofrecer valores relativos de la longitud telomérica tumoral.   
Los resultados obtenidos en esta Tesis, respecto a la utilidad pronóstica del estatus 
telomérico en el CNMP, se han deducido a partir de una población que incluye a más 
de 100 individuos; y permiten determinar por primera vez que los tumores que exhi-
ben una longitud telomérica media inferior a la definida a partir de las muestras sanas, 
o casi cualquier grado de acortamiento telomérico, pueden ser responsables de la 
evolución adversa de la enfermedad. Estos hallazgos reflejan el complejo papel de los 
telómeros en la carcinogénesis. Los telómeros acortados, como consecuencia de la 
replicación celular, representan un verdadero supresor tumoral, pues las células con 
telómeros críticamente cortos quedan supeditadas a la muerte o a la senescencia celu-
lar, eventos mediados por las rutas de p53 y Rb (Shay et al., 1991). En la carcinogéne-
sis bronquial, el acortamiento telomérico es un evento temprano que se detecta en las 
lesiones preneoplásicas, promueve la inestabilidad cromosómica y favorece las anor-
malidades citogenéticas. Este evento precede al fracaso de las rutas antes menciona-
das, lo cual permite a las células cancerosas evadir la apoptosis o la senescencia celu-
lar. La reactivación de la telomerasa se requiere para que el tumor progrese, pues se 
ocupa de estabilizar la estructura telomérica (revisado por Gazdar y Brambilla, 2010 y 





En la serie de 68 pacientes afectados de CNMP, objeto del estudio más complejo 
recogido en esta Tesis, se validan los resultados anteriores. Los individuos cuyos tu-
mores exhiben una longitud telomérica inferior (entre 3.295 y 5.205 Kb) a la definida 
a partir de las muestras no tumorales (5.44 ± 0.32 Kb), y casi cualquier grado de 
acortamiento telomérico (TRF T/TRF N < 0.98), presentan un pronóstico clínico 
desfavorable. Su probabilidad de recurrir en el proceso tumoral fue 4.65 veces supe-
rior a la de los enfermos con una longitud telomérica media tumoral que excede a la 
definida en las muestras control. Sin embargo, esta serie de pacientes resulta particu-
larmente atractiva, pues permite advertir la existencia de un subgrupo de casos con 
telómeros críticamente acortados y un pronóstico clínico favorable. La interpretación 
de este resultado resulta compleja, y además se opone a los datos aportados hasta la 
fecha acerca del cáncer no microcítico de pulmón y la biología de los telómeros críti-
camente cortos, en relación al pronóstico de los pacientes (Jeon et al., 2012). Es nece-
sario, por tanto, validar estos hallazgos en una serie más amplia de sujetos. No obs-
tante, no debe ser obviado que, aunque esta población objeto de estudio está perfec-
tamente definida de acuerdo a las variables clínico-patológicas más influyentes, no se 
han considerado algunas características de los individuos. En relación al hábito tabá-
quico, la práctica totalidad de los individuos considerados en esta Tesis son fumado-
res, como consta en la información suministrada por el Servicio de Cirugía. El efecto 
carcinogénico del tabaco es reconocido desde hace décadas (IARC, 2004), además se 
conoce también un patrón específico de mutaciones en genes claves del proceso tu-
moral como TP53 y KRAS, propio de los grandes fumadores (Pfeifer et al., 2002). 
Tampoco se ha tenido en cuenta el estilo de vida de los individuos o su susceptibili-
dad genética al cáncer de pulmón (revisado por Brennan et al., 2011). Lo cierto es 
que, influenciados o no por factores ambientales, los tumores de este subgrupo de 
pacientes parecen ser sensibles al acortamiento telomérico, quizás porque no hayan 
adquirido el repertorio de mutaciones necesario para sobrepasar las restricciones que 
imponen los telómeros críticamente cortos a la progresión tumoral. No debemos 
olvidarnos de la implicación de la telomerasa; podríamos especular que una reactiva-
ción tardía de la enzima, o una dosis insuficiente, no permite rescatar de manera exi-
tosa a las células tumorales de la fase de crisis, que quedan abocadas a la muerte por 
mitosis catastrófica (revisado por Hornsby, 2007; Portugal et al., 2010; Zhu et al., 
2006). 
La utilidad de la actividad telomerasa, como marcador de pronóstico clínico 
para los pacientes intervenidos quirúrgicamente de un cáncer no microcítico de 
pulmón, también fue objeto de estudio. Los resultados logrados en esta Tesis para el 
análisis de la actividad telomerasa, que incluye a más de 100 individuos, constatan los 
previos publicados por nuestro grupo de investigación (Frías et al., 2008): la detección 
de actividad telomerasa en los tumores es responsable de una evolución clínica ad-
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versa. Sin embargo, nuestro estudio no nos permite considerarla como un factor de 
pronóstico independiente; a menudo el número de casos catalogados en el grupo de 
actividad telomerasa negativa es bastante limitado y dificulta los análisis estadísticos. 
En nuestro caso, casi en el 90% de los tumores se detectó actividad telomerasa, y tan 
sólo el 12% de los casos carecieron de ella.  
Son diversas las publicaciones que evalúan la utilidad de determinar la actividad te-
lomerasa en la clínica del cáncer de pulmón. Algunos trabajos incluso consideran 
provechoso incorporar la determinación de la actividad telomerasa para definir la 
etiología del aspirado tomado a partir de un infiltrado pulmonar (Targowski et al., 
2008). La mayoría de las publicaciones confirman la implicación de la actividad telo-
merasa en el pronóstico clínico desfavorable de los pacientes (revisado por Gansner y 
Rosas, 2013). Otros trabajos van más allá, y exploran incluso la relación existente 
entre el pronóstico adverso y la amplificación del gen de hTERT en el cáncer no mi-
crocítico de pulmón (Zhu et al., 2006). No obstante, tampoco existe consenso en 
cuanto a la implicación de la actividad telomerasa en el pronóstico clínico de los pa-
cientes con cáncer no microcítico de pulmón: algunos trabajos descartan la relación 
entre la actividad telomerasa y la evolución de los pacientes (Hirashima et al., 2000 y 
Hsu et al., 2004). A pesar de ello, parece obvio pensar que si esta enzima está impli-
cada en la inmortalidad de las células tumorales, los pacientes con tumores que care-
cen de ella resulten favorecidos, y para el resto representa una prometedora diana 
terapéutica. 
El impacto del estatus telomérico sobre el pronóstico clínico de los pacientes 
intervenidos quirúrgicamente de un carcinoma colorrectal, también fue considera-
do en el presente estudio. En este caso, el análisis desarrollado en la serie que incluye 
a 101 pacientes nos permite identificar dos subgrupos de individuos: los que presen-
tan una longitud telomérica media en la muestra tumoral que excede a 6.35 Kb son 
susceptibles de experimentar una evolución clínica significativamente más adversa, 
respecto a aquellos que no exceden de una longitud telomérica media tumoral de 6.35 
Kb. Además, ninguno de los pacientes cuyo tumor mostraba un acortamiento telo-
mérico de, al menos, el 30%, respecto al tejido sano, recurrió en el proceso tumoral. 
De manera opuesta a lo que sucede en los CNMPs, para los carcinomas colorrectales, 
una longitud telomérica media inferior a la definida a partir de las muestras control, 
(7.32 Kb), representa un factor protector ante la recidiva en el proceso tumoral tras la 
resección quirúrgica. Estos resultados validan los publicados por nuestro grupo de 
investigación  a este respecto (Garcia-Aranda et al., 2006). Además están en conso-
nancia con los previos del equipo del Doctor Gertler y cols. (Gertler et al., 2004). De 
acuerdo a sus resultados, la tasa de supervivencia a 5 años fue significativamente su-





ratio de acortamiento telomérico de, al menos, el 10%. La publicación reciente de la 
Doctora Bautista y cols., en relación al valor pronóstico de la longitud telomérica en 
el cáncer colorrectal, confirma que los tumores con cualquier grado de acortamiento 
telomérico y que no invaden a los ganglios regionales, otorgan a los pacientes una 
probabilidad mayor de supervivencia (Valls et al., 2011). 
El papel del estatus telomérico en el cáncer colorrectal parece responder a su au-
téntica funcionalidad: los telómeros cortos desencadenan la puesta en marcha de las 
rutas de muerte o senescencia celular, y limitan la progresión tumoral (Feldser y 
Greider, 2007). La excesiva proliferación celular parece superar a los mecanismos de 
mantenimiento telomérico para compensar las pérdidas debidas a la replicación. No 
obstante, en algunos casos, la estabilización de los telómeros es inevitable (Hastie et 
al., 1990 y Bodnar et al., 1998). 
En esta misma serie de pacientes hemos evaluado si la presencia o ausencia de ac-
tividad telomerasa en las muestras de cáncer colorrectal constituye un factor con 
carácter pronóstico. Nuestros resultados ofrecen diferencias claras en cuanto a la 
evolución clínica de ambos grupos, aunque no alcanzaron la significación estadística: 
ninguno de los diecisiete pacientes, cuyo tumor carecía de actividad telomerasa, recu-
rrió en el proceso tumoral; sin embargo, en doce de los noventa y cinco restantes que 
formaron parte de este estudio, y en cuyo tumor sí se detectó actividad telomerasa, 
reapareció la enfermedad.  
Los primeros en establecer una relación entre la actividad telomerasa y el pronós-
tico clínico de los pacientes afectados de cáncer colorrectal fueron el Doctor Tatsu-
moto y cols. (Tatsumoto et al., 2000). Evaluaron la actividad de la enzima en una serie 
de 100 tumores colorrectales, y en sus respectivas muestras control. Demostraron 
que la probabilidad de recidivar en el proceso tumoral era significativamente superior 
para los pacientes que habían sido sometidos a cirugía curativa y cuyos tumores exhi-
bían una actividad telomerasa elevada. Dos años después de esta publicación, el Doc-
tor Kawanishi-Tabata y cols., analizaron la actividad telomerasa en una serie de 122 
tumores primarios de estadio II, procedentes de colon y recto (Kawanishi-Tabata et 
al., 2002). Sus hallazgos se oponían a los anteriormente mencionados: tras la resec-
ción quirúrgica, el pronóstico de los pacientes con tumores negativos para la activi-
dad telomerasa era más adverso que el de los pacientes con tumores telomerasa posi-
tivos. En el año 2004, el Doctor Ralf Gertler y su equipo determinaron el papel pro-
nóstico del nivel de expresión de hTERT en un grupo de 57 pacientes con carcinoma 
colorrectal sometidos a cirugía.  Sus resultados sitúan al cociente que relaciona el 
nivel de expresión de hTERT en el tumor, respecto al tejido no tumoral, como un 
factor con valor pronóstico en la supervivencia global (Gertler et al., 2004). Un año 
después, los hallazgos de la Doctora Sanz-Casla, en una población de 103 pacientes, 
   173 
 
Discusión 
constatan que aquellos con actividad telomerasa en su tumor presentan un mayor 
riesgo de fallecer o recurrir en el proceso tumoral, con independencia de otros facto-
res con valor pronóstico como el estadio y la localización del tumor (Sanz-Casla et al., 
2005). Otros trabajos posteriores validan la utilidad de la determinación de la activi-
dad telomerasa para predecir la recurrencia (Garcia-Aranda et al., 2006) o la supervi-
vencia (Vidaurreta et al., 2007) tras la resección quirúrgica de un carcinoma colorrec-
tal. Las  últimas publicaciones, a este respecto, consideran los niveles de expresión de 
hTERT determinados por PCR  a tiempo real. En el caso del trabajo de la Doctora 
Safont y cols., en una serie de 48 pacientes, no se otorga a los niveles de expresión de 
hTERT una utilidad para predecir su pronóstico clínico; nótese que se cataloga a los 
pacientes de acuerdo al ratio de expresión de hTERT en el tumor, respecto al tejido 
sano (Safont et al., 2011). Sin embargo, en la publicación reciente de la Doctora Ber-
torelle, que contempla a 137 pacientes operados de cáncer colorrectal, los niveles 
elevados de hTERT son responsables de un pronóstico clínico significativamente 
más adverso, y constituyen un marcador para predecir la evolución de los pacientes 
independiente a otros, como el estadio y la inestabilidad en las secuencias microsatéli-
te (Bertorelle et al., 2013). 
Ciertamente, los resultados hasta la fecha son diversos y no existe un consenso 
claro en cuanto a los parámetros a considerar: algunos trabajos emplean la actividad 
de la enzima y otros los niveles de expresión del mensajero de hTERT. En algunas 
publicaciones, el valor pronóstico de la telomerasa se estima considerando la supervi-
vencia global de los pacientes, y en otras se recurre a la supervivencia libre de enfer-
medad. Los estudios incluyen, en ocasiones, a los pacientes sometidos a cirugía cura-
tiva y paliativa, y otros sólo a los intervenidos con fines curativos. Es necesario por 
tanto, alcanzar un consenso, pues aunque la resección quirúrgica y la quimioterapia 
adyuvante representan tratamientos curativos eficientes en el cáncer colorrectal, el 
riesgo de recidiva no siempre puede ser considerado con anticipación. La determina-
ción de la actividad telomerasa, para predecir el pronóstico clínico de los pacientes, 
puede contribuir a la identificación de grupos de individuos susceptibles de recibir 








4.4. Expresión diferencial de factores relacionados con las 
vías de senescencia y muerte celular, y transformación y 
génesis tumoral, en los CNMPs y CCRs. Relación con el 
estatus telomérico. 
 
El acortamiento telomérico es un evento que sucede en las etapas tempranas de la 
tumorigénesis, y puede limitar la progresión neoplásica si las células tumorales aún 
cuentan con la funcionalidad de los programas de senescencia y/o muerte celular. El 
contexto genético determina, por tanto, la respuesta a este evento, y puede contribuir 
a explicar el pronóstico clínico diferencial que confiere el estatus telomérico, según el 
tipo tumoral considerado. 
Basándonos en este aserto, exploramos el perfil de expresión de factores relacio-
nados con las vías de senescencia y muerte celular. Para ello recurrimos a la tecnolo-
gía de los arrays, que nos permitió chequear la expresión de un total de 113 genes 
relacionados con la transmisión de señales mediadas por p53 (Oligo GEArray® Human 
p53 Signaling Pathway Microarray). Como un auténtico guardián del genoma (Lane, 
1992), p53 responde ante señales importantes para la iniciación y progresión del cán-
cer, como las roturas en la doble hebra de ADN, la hipoxia, la activación de oncoge-
nes y  los telómeros críticamente acortados. Estos procesos constituyen una verdade-
ra alerta para la estabilización y activación de p53, que promueve la expresión de sus 
genes diana, mediadores de la apoptosis y la muerte celular. Si p53 fracasa, el ambien-
te celular es favorable para la supervivencia y proliferación del tumor (Artandi y At-
tardi, 2005).  
La transformación maligna es un proceso complejo, caracterizado por una plétora 
de alteraciones genéticas y epigenéticas que otorgan a la célula tumoral una serie de 
ventajas selectivas sobre el resto. Entre ellas se incluyen la autosuficiencia para el 
crecimiento, la pérdida de sensibilidad a las señales que lo inhiben, la evasión de la 
muerte celular, la adquisición de un potencial replicativo ilimitado, la angiogénesis, y 
en último término, la capacidad para la invasión y la metástasis (Hanahan y Weinberg, 
2000). La membrana de oligonucleótidos Oligo GEArray® Human Cancer Pathway Fin-
der además de permitirnos examinar el panorama molecular de los tumores en cuanto 
a estas vías, también completaba el panel de factores relacionados con el control del 
ciclo celular, la apoptosis y la senescencia. 
La disminución de la longitud telomérica en los tumores, respecto a las muestras 
control, no tumorales, es un evento común a los dos tipos de cánceres considerados 
en esta Tesis, y, sin embargo, es responsable de un pronóstico claramente distinto en 
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cada uno de ellos, como ya lo pusieron de manifiesto los resultados previos de nues-
tro grupo de investigación (Garcia-Aranda et al., 2006 y Frías et al., 2008) y los pro-
pios análisis desarrollados en este estudio. Con el propósito de argumentar molecu-
larmente estos hallazgos, y teniendo en cuenta la propia biología de los telómeros, se 
desarrolló un análisis comparativo, para cada una de las matrices de oligonucleótidos, 
cotejando el perfil de expresión de tumores no microcíticos de pulmón y colorrecta-
les, con cualquier grado de acortamiento telomérico, seleccionados de las poblaciones 
objeto de estudio de esta Tesis. 
Este análisis preliminar demuestra, en primer lugar, un patrón de expresión distin-
to entre los CNMPs y CCRs, con cualquier grado de acortamiento telomérico, para 
los genes considerados en las matrices de oligonucleótidos; y en segundo lugar, refleja 
el escenario propio de las células tumorales: están supeditadas a restricciones internas 
en respuesta a una proliferación incontrolada. Así pues, detectamos la expresión de 
genes que codifican para proteínas que promocionan la tumorigénesis, como EGFR 
(Lurje y Lenz, 2009), otros con actividad supresora tumoral, como DAPK1 (Michie et 
al., 2010) y algunos desempeñan papeles duales, según el contexto y el tipo tumoral 
considerado, como GADD45A (Siafakas y Richardson, 2009), BNIP3 (Giatromano-
laki et al., 2004; Yan et al., 2006 y Mellor y Harris, 2007), AATF (Passananti et al., 
2007), NDRG1(Ellen et al., 2008 y Fan et al., 2012) y SHC1 (Pellegrini et al., 2005). De 





















Perteneciente a la familia de receptores del factor de crecimiento epidérmico 
(ErbB/HER). Está integrada por cuatro glicoproteínas transmembrana, que 
contienen un dominio extracelular de unión a un ligando y un dominio intrace-
lular tirosina quinasa. Una activación anormal de estos receptores inicia la 
puesta en marcha de una cascada de señales mitogénicas, entre las que se inclu-
yen la vía de la proteína quinasa activada por mitógeno (MAPK, mitogen-activated 
protein kinase), la vía de la fosfatidil inositol 3 quinasa (PI3K, phosphatidylinositol 
3-kinase)/AKT y la vía de señalización de los transductores de señal y activadores 
de la transcripción (STAT, signal transducers and activators of transcription).  
EGFR está sobre-expresado en una amplia variedad de tumores, entre los que 
se incluyen los tumores no microcíticos de pulmón y colorrectales. Para el 
tratamiento del cáncer colorrectal metastásico se aprobó el uso de dos anti-
cuerpos monoclonales, Cetuximab y Panitumumab, dirigidos frente al dominio 
extracelular del EGFR. Los inhibidores del dominio tirosina quinasa de EGFR, 
Erlotinib y Gefitinib, constituyen herramientas terapéuticas para el tratamiento 
del CNMP.  





La proteína quinasa asociada a muerte, DAPK1 (Death-associated protein kinase) 
es una serina treonina quinasa regulada por calcio/calmodulina, compuesta por 
varios dominios funcionales, entre los que se incluyen un dominio quinasa, un 
dominio de repeticiones de anquirina y un dominio de muerte. Entre sus fun-
ciones se encuentran, la regulación de la muerte celular por anoikis44 (Yuan y 
Kroemer, 2010), el control de la apoptosis y la parada del ciclo celular, y la 
autofagia.  
La regulación epigenética del promotor de DAPK1 está documentada en mu-
chos tipos tumorales, provocando la pérdida de expresión de la proteína. No 
obstante, también está sujeta a modificaciones post-traduccionales.  
La inhibición de las acciones pro-apoptóticas de DAPK1, mediada por la qui-
nasa Src, convierten a DAPK en una potencial diana terapéutica ante el trata-
miento con los inhibidores de Src, Bosutinib y Dasatinib, ambos aprobados re-
cientemente por la Agencia Española de Medicamentos y Productos Sanitarios. 
(Bovellan et al., 2010; Wang et al., 2002; Chang et al., 2013; Wu et al., 2013; Mar-








Es una pequeña proteína ácida de 165 aminoácidos, expresada de manera ubi-
cua e implicada en la respuesta al daño en el ADN. Desarrolla acciones funda-
mentales suprimiendo la proliferación celular, participa en la parada del ciclo, 
promueve la apoptosis e induce la reparación del ADN; y recientemente se le 
han atribuido acciones supresoras de la angiogénesis tumoral, así como un 
papel en la regulación epigenética.  También se le asignan funciones promoto-
ras de la supervivencia celular. p53 activado promueve la expresión transcrip-
cional de GADD45A. En relación a su implicación en el cáncer, su efecto bio-
lógico depende del contexto celular. No obstante, es considerado en algunos 
estudios con fines terapéuticos.   
(Siafakas y Richardson, 2009; Jin et al., 2000; Tong et al., 2005; Carrier et al., 
1999; Hildesheim et al., 2002; Yang et al., 2013; Barreto et al., 2007; Kastan et al., 
1992; Zhan et al., 1994; Cretu et al., 2009; Tront et al., 2010 y Jiang et al., 2007). 
44 Forma específica de apoptosis provocada por el desapego de las células a la matriz extracelular. 
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acting protein 3) 
Es un miembro de la familia de proteínas Bcl-2, que sólo comparte con los 
otros miembros el dominio BH3. El principal inductor fisiológico de la expre-
sión de BNIP3 es la hipoxia. BNIP3 está implicado en la muerte celular y en la 
autofagia. Pero existen otros mecanismos independientes a la hipoxia que 
promueven la muerte celular mediada por BNIP3. Su implicación en procesos 
tan complejos como la hipoxia y la autofagia, otorga a BNIP3 un papel clara-
mente dependiente del contexto tumoral. No obstante, es también objeto de 
estudio como posible diana terapéutica en el tratamiento del cáncer. 






El factor transcripcional antagonista de la apoptosis, AATF, recibe su nombre 
porque originalmente se describió su función interfiriendo en el proceso de 
apoptosis inducido por Dlk (DAP like kinase). AATF es un componente de los 
puntos de control que integran la barrera antitumoral, que protege a las células 
del daño en el ADN o del estrés oncogénico. También promueve la transcrip-
ción génica, funcionando como un adaptador o un mediador entre el aparato 
transcripcional y los factores de transcripción, pues per se no posee capacidad 
de unión al ADN. Se le atribuye un comportamiento dualístico según el tipo 
tumoral considerado.   
(Page et al., 1999; Bruno et al., 2006; Passananti y Fanciulli, 2007; Sharma, 2013 




stream regulated 1) 
Regulado negativamente por N-Myc, se expresa de manera ubicua en los teji-
dos y responde a señales de estrés celular. Su regulación es compleja, e implica 
la interacción con importantes reguladores, como HIF-1α (hypoxia inducible 
factor 1, alpha subunit), p53, N-Myc, C-Myc y AP-1 (activating protein 1), así como 
a nivel transcripcional, post-transcripcional y traduccional. Está implicado en 
procesos tan diversos como la diferenciación celular, la activación de p53, el 
control del huso mitótico, la resistencia a la apoptosis, la metástasis y la hipo-
xia. Su papel, así como su implicación clínica en el contexto tumoral, es con-
trovertido; no obstante, es también susceptible de ser considerado una posible 
diana terapéutica.  
(Ellen et al., 2008; Kitowska y Pawełczyk, 2010; Akiba et al., 2011; Bandyo-
padhyay et al., 2003; Maruyama et al., 2006; Azuma et al., 2012; Cheng et al., 




ogy 2 domain 
containing) trans-
forming protein 1) 
Pertenece a una familia de proteínas que incluye a tres miembros, designados 
como ShcA (o Shc1), ShcB y ShcC. ShcA, con presencia ubicua, es el miembro 
mejor caracterizado, con tres isoformas, de 66, 52 y 46 kDa, al que original-
mente se le atribuyó una función en relación a la cascada Ras/Map quinasa, 
como una proteína acoplada al receptor activado de EGF. Sin embargo, la 
isoforma de mayor tamaño tiene unas propiedades únicas, pues es capaz de 
inhibir la activación de esta vía. Además, los estudios desarrollados en un mo-
delo murino demostraron sus propiedades antiapoptóticas en respuesta al es-
trés oxidativo, dependiente de p53. En células humanas también se han demos-
trado sus propiedades pro-apoptóticas, independientes de la forma funcional 
de p53. Recientemente se le atribuyen propiedades supresoras tumorales, como 
regulador negativo de la activación de Erk, en células humanas. 
(Pellegrini et al., 2005; Tiberi et al., 2006 y Suen et al., 2013).   
Tabla 4.1. Resumen de las funciones de las proteínas  EGFR, DAPK1, GADD45A, 






Tras este análisis preliminar mediante el empleo de matrices de oligonucleótidos, 
se procedió a la validación de los resultados recurriendo a la técnica de PCR cuantita-
tiva a tiempo real. Incluimos en el análisis a todos los casos de las poblaciones inicia-
les objeto de estudio, con cualquier grado de acortamiento telomérico, de los que se 
disponía de la información relativa al estatus telomérico, así como del extracto de 
ARN en las condiciones óptimas para el desarrollo de la técnica. Además de tratar de 
corroborar los resultados para la expresión diferencial de los siete genes antes men-
cionados, incluimos a TP53 y a CDKN2A. p53 es responsable de orquestar la puesta 
en marcha de las vías de senescencia y muerte celular en respuesta al acortamiento 
telomérico (Feldser y Greider, 2007), limitando así la progresión tumoral. CDKN2A, 
o p16, parece contribuir también a la inducción de la senescencia en respuesta a la 
disfunción telomérica (Jacobsy de Lange, 2004 y Wang et al., 2013).  
De acuerdo  a la técnica de la PCR cuantitativa a tiempo real, el valor medio de 
expresión de cada gen, Ct, normalizado respecto a la expresión del gen de referencia 
(Ct de GAPDH), para los CNMPs y CCRs, con cualquier grado de acortamiento 
telomérico, nos permitió validar la expresión superior de BNIP3, DAPK1, 
GADD45A, NDRG1, EFGR, CDKN2A y SHC1 en los tumores de pulmón. Sin 
embargo, la expresión de TP53 fue superior en los tumores de colon con los telóme-
ros acortados. 
No obstante, fueron particularmente atractivos los resultados que nos proporcio-
nó el ensayo de qRT-PCR, cuando los valores de expresión de cada gen en la muestra 
tumoral se compararon con los obtenidos en la muestra calibradora, integrada por 
muestras control, no tumorales45, ambos valores normalizados respecto a la expre-
sión de GAPDH. En este caso, los valores relativos de expresión de AATF, DAPK1, 
GADD45A, SHC1 y TP53 fueron significativamente superiores en los tumores colo-
rrectales, con cualquier grado de acortamiento telomérico. 
Este pequeño panel de genes podría ayudarnos a comprender el pronóstico favo-
rable que otorga el acortamiento telomérico en los cánceres colorrectales. p53 es un 
factor de transcripción que se une específicamente a secuencias concretas del geno-
ma, en forma tetramérica. Compuesto por 393 aminoácidos, p53 está integrado por 
cinco dominios funcionales, entre los que se incluyen: dos dominios de transactiva-
ción N-terminal, seguidos por un dominio rico en prolina, un dominio central de 
unión al ADN, un dominio de tetramerización C-terminal y un domino básico (revi-
sado por Essmann y Schulze-Osthoff, 2012). Junto con p63 y p73, conforman la 
familia de p53 (Belyi et al., 2010). Aunque la mayoría de los estudios se focalizan en la 
forma canónica de p53, un total de, al menos, diez isoformas han sido ya descritas 
45 El ensayo con matrices de oligonucleótidos resultó fallido para la obtención de resultados en rela-
ción a las muestras control, no tumorales. 
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(Bourdon et al., 2005 y Schwerk y Schulze-Osthoff, 2005). Cuando las células no es-
tán sometidas a un factor de estrés, mantienen bajos los niveles de p53, gracias a la 
degradación constante por el sistema proteasoma. La proteína MDM2, que posee 
actividad intrínseca E3 ligasa, es la responsable de la ubiquitinación, para la posterior 
degradación proteasómica de p53. La homóloga de MDM2, la proteína MDMX, es 
requerida para una regulación eficiente de p53. La abundancia, la localización subce-
lular y las funciones ejercidas por p53 son reguladas mediante modificaciones post-
traduccionales, como la fosforilación, la acetilación, la ubiquitilación, o la unión de 
moléculas semejantes a la ubiquitina, como SUMO o Nedd8, principalmente al do-
minio N o C terminal de p53 (revisado por Essmann y Schulze-Osthoff, 2012).  
La activación de p53, en respuesta a una situación de estrés, tiene consecuencias 
anti-proliferativas; por ello representa un objetivo claro, susceptible de ser inactivado, 
en el contexto tumoral. Así pues, las mutaciones somáticas de TP53 suceden en casi 
todos los tipos tumorales. Oscilan entre el 38 y el 50% en el caso de los tumores de 
ovario, esófago, colorrectales, cabeza y cuello, laringe y pulmón; y alrededor del 5%, 
en el caso de las leucemias primarias, sarcomas, cáncer de testículos, melanomas y 
cáncer de cérvix (Olivier et al., 2010). La base de datos IARC TP53 recopila la preva-
lencia de las mutaciones de TP53 en el cáncer humano (http://www-p53.iarc.fr/). En 
los tumores humanos, son frecuentes las mutaciones de sentido erróneo o alterado 
(missense mutations) de TP53, en las que un solo nucleótido es sustituido por otro. De 
esta forma, se origina una proteína completa, pero con un aminoácido reemplazado. 
La mayoría de las mutaciones implican la pérdida de la capacidad de p53 para unirse a 
secuencias específicas del ADN y activar la transcripción de sus genes diana. Además 
de este mecanismo, existen otros que conducen también a la alteración de p53; por 
ejemplo, en una situación de heterozigosis, en la que coexisten la forma nativa y mu-
tada de p53, esta última es capaz de antagonizar las funciones de la primera. Algunas 
isoformas mutantes de p53 pueden adquirir propiedades oncogénicas (gain-of-function 
mechanism, GOF), (revisado por Rivlin et al., 2011). Sin embargo, el escenario en el que 
situamos nuestros resultados, i.e. tumores colorrectales con acortamiento telomérico, 
nos sugiere que algunas células tumorales podrían conservar la funcionalidad de p53, 
pues sus niveles elevados se acompañan también de una expresión superior de algu-
nos de sus genes diana, como DAPK1, GADD45A y SHC1. DAPK1 y GADD45A 
contienen secuencias de unión para p53, y SHC1, participa en la respuesta apoptótica 
mediada por p53 ante el estrés oxidativo (Martoriati et al., 2005; Kastan et al., 1992 y 
Pellegrini et al., 2005). Como se describió anteriormente, desempeñan múltiples fun-
ciones, pero entre ellas se encuentran la muerte celular y/o la interrupción del ciclo, 
limitando, por tanto, la progresión del tumor. AATF, cuyos niveles también se en-





demostró ser capaz de inhibir la proliferación  de células tumorales de colon, median-
te la activación de p21, de forma independiente a p53, como se muestra en el trabajo 
de la Doctora Di Padova y cols. (Di Di Padova et al., 2003). Por tanto, estos hallazgos 
parecen reflejar un escenario, según el cual p53 podrían responder al acortamiento 
telomérico y mediar la puesta en marcha de las vías de muerte y/o senescencia celu-
lar, imponiendo límites a la proliferación de los tumores colorrectales. La mayoría de 
los agentes quimioterapéuticos desarrollan sus acciones a través de la activación de 
las vías pro-apoptóticas, por lo tanto, estos resultados podrían contribuir a la identifi-
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4.5. Expresión de factores relacionados con las vías de se-
nescencia y muerte celular, y transformación y génesis 
tumoral en los CNMPs. Relación con la función teloméri-
ca y con las variables clínico-patológicas. 
 
El estudio de pronóstico inicial desarrollado en la población de CNMPs original, 
objeto de estudio de esta Tesis, otorgó a los pacientes con los telómeros más cortos 
en su tumor la evolución clínica más favorable. La expresión de los nueve genes eva-
luados resultó ser similar entre las dos subpoblaciones consideradas (3.4.1. La expre-
sión génica y el estatus telomérico). Como ya se mencionó anteriormente, la justifica-
ción de estos resultados es difícil, pero no debe ser desestimada. Ciertamente, la bio-
logía de los telómeros cortos en el cáncer es compleja (Martinez-Delgado et al., 2013), 
pero mejorar en el conocimiento de su implicación en los tumores puede contribuir 
al desarrollo de tratamientos más específicos. 
Cuando excluimos del estudio de pronóstico a los pacientes antes mencionados, 
con los telómeros más cortos, identificamos dos nuevas subpoblaciones, y en este 
caso son los individuos con una longitud telomérica media inferior en su tumor, los 
que experimentan un pronóstico más adverso. En relación al análisis de expresión 
génica resultaron particularmente interesantes los hallazgos para DAPK1: con un 
valor relativo de expresión significativamente disminuido en los pacientes con peor 
pronóstico, respecto a los pacientes con telómeros más largos y mejor pronóstico 
clínico, cuyos tumores muestran una mayor actividad transcripcional de este gen, que 
parece acompañarse también de niveles más elevados de la proteína.  
DAPK1 es un claro candidato a ser caracterizado como un supresor tumoral. 
Como ya se mencionó anteriormente, es una proteína quinasa pro-apoptótica, con un 
dominio de muerte, que participa en múltiples vías de señalización pro-apoptóticas. 
Los estudios desarrollados en células tumorales humanas, demuestran que DAPK1 
interviene en la actividad pro-apoptótica del TNF-α (tumor necrosis factor) y del INF- γ 
(interferon, gamma), participando en la vía de señalización del NF- κB (Yoo et al., 2012). 
También modula la parada del ciclo celular en G1, inducida por el grifolin46 (Ye et al., 
2005), como lo ha puesto de manifiesto recientemente el trabajo desarrollado por el 
Doctor Xiang-jian Luo y cols., en células humanas de carcinoma nasofaríngeo (Luo et 
al., 2011). DAPK1 demostró ser un modulador de la inducción de la apoptosis y la 
46 Grifolin es un metabolito secundario aislado a partir de los cuerpos fructíferos de Albatrellus confluens, 
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parada del ciclo celular en G2/M en respuesta a la curcumina47 (Ravindran et al., 
2009) , en la línea celular humana de glioma U251 (Wu et al., 2013).  
La metilación del promotor de DAPK1 ha sido documentada en múltiples tipos 
de cánceres, y puede contribuir a aumentar la resistencia de las células a la muerte 
programada (Banzai et al., 2013 y Ovchinnikov et al., 2012). En el cáncer no microcí-
tico de pulmón también se ha evaluado la regulación epigenética de DAPK1, aunque 
los estudios deben ser cuidadosamente considerados, según la población analizada. 
Los estudios desarrollados en poblaciones americanas muestran la metilación fre-
cuente del promotor de DAPK1 en CNMP, evidenciando incluso su valor pronóstico 
(Tang et al., 2000); sin embargo, el trabajo reciente del Doctor Qiang Lin y cols. refle-
ja la ausencia de metilación del promotor en la población china considerada (Lin et 
al., 2009). La hipermetilación del promotor de DAPK1 provoca su pérdida de expre-
sión, y así parece suceder en la subpoblación evaluada de tumores no microcíticos de 
pulmón con acortamiento telomérico (3.4.1. La expresión génica y el estatus telomé-
rico). Los niveles disminuidos de DAPK1 se acompañan también de una expresión 
reducida de GADD45A¸SHC1 y TP53. Podríamos sospechar, por tanto, el fracaso 
de las vías que limitan la progresión tumoral en respuesta al acortamiento telomérico 
en los CNMPs; esto podría contribuir a explicar el pronóstico clínico adverso que 
otorgan los telómeros cortos en los tumores de pulmón. DAPK1 parece estar tam-
bién relacionado con las variables clínico-patológicas que definen a los tumores, en 
particular, nuestro estudio muestra una asociación con el estadio tumoral y el descrip-
tor T. Así, considerando globalmente la población de CNMPs original, objeto de 
estudio de esta Tesis, los niveles relativos de expresión de DAPK1 fueron superiores 
en los tumores de estadio I y en los catalogados como T1. El estudio desarrollado en 
una población de tumores esofágicos, por los Drs. Wan y Wu, demuestra una corre-
lación entre la expresión de DAPK1 y las variables clínico-patológicas, tales como  el 
grado de invasión del tumor, el estadio y la diferenciación. En particular, los niveles 
más elevados de ARNm se detectaron en los tumores que no invadían a los ganglios 
linfáticos regionales, bien diferenciados y de estadios tempranos (Wan y Wu, 2012). 
Las acciones anti-metastásicas de DAPK1 en el cáncer de pulmón también han sido 
demostradas (Zhang et al., 2004): la sobre-expresión de DAPK1 es capaz de suprimir 
el fenotipo maligno de la línea celular de cáncer de pulmón, altamente metastásica, 
PGCL3, inhibiendo su crecimiento, y su capacidad de invasión y migración, mediante 
un mecanismo que involucra a p53 y disminuye la expresión de bcl-2. Contemplando 
las acciones anteriormente descritas, DAPK1 parece representar una atractiva diana 
para ser considerada en la terapia del cáncer. 
47 La curcumina es un componente activo  de Curcuma longa, ampliamente utilizado como especia en la 
cocina asiática. Ha demostrado poseer propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y supresoras tumo-
rales. 
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Para la población de CNMPs, nuestros resultados también reflejan un valor relati-
vo de expresión de TP53 significativamente superior en los tumores de estadio I y en 
los catalogados como N0. Aunque ciertamente desconocemos el estatus mutacional 
de TP53 en nuestra población de CNMPs, los niveles de ARNm de TP53 no parecen 
guardar relación con la presencia de mutaciones en el gen (Végran et al., 2013). Estos 
datos parecen reflejar el papel de p53 como supresor de la invasión tumoral y la me-
tástasis en el cáncer (Wang et al., 2009). Además, los niveles elevados de TP53 en los 
tumores de estadio I se acompañan también de mayores niveles de GADD45A. 
También hallamos una relación significativa entre la recurrencia en el proceso tumo-
ral y el valor relativo de expresión de EGFR. En consonancia con trabajos previos, la 
sobre-expresión de EGFR en los tumores no microcíticos de pulmón se asocia con 
una evolución clínica adversa (Selvaggi et al., 2004), tras la resección quirúrgica. Por 
último debemos mencionar la expresión significativamente elevada de AATF, 
DAPK1, GADD45A, SHC1 y TP53 en los carcinomas indiferenciados de célula 
grande, respecto al resto de tipos histológicos. Este resultado debe ser cuidadosa-
mente considerado, pues el número de casos incluidos en este tipo histológico es 
ciertamente escaso. Se trata además de tumores de estadio I, que no invaden a los 
ganglios linfáticos regionales y tan solo uno de los casos recurrió en el proceso tumo-
ral. Se requiere, quizás, de una población más elevada y heterogénea, en cuanto a las 
variables clínico-patológicas, para corroborar estos hallazgos. 
Finalmente, en cuanto al estudio que evalúa la posible asociación existente entre la 
expresión de los nueve genes considerados y la presencia, o ausencia, de la actividad 
telomerasa, debemos destacar que, aunque no se hallaron diferencias estadísticamente 
significativas, el valor relativo de expresión de DAPK1 en los tumores telomerasa 
negativos duplicó al detectado en los CNMPs con actividad telomerasa. A este res-
pecto resulta particularmente interesante considerar la regulación epigenética de 
DAPK1 y hTERT. El trabajo reciente publicado por el Doctor Dimitrios Iliopoulos, 
en una serie de 115 muestras de cérvix, que incluía tejido sano, lesiones premalignas y 
tumorales, demuestra un aumento en la metilación de DAPK1 y hTERT conforme 
incrementa el estadio tumoral (Iliopoulos et al., 2009). Así como en el caso de 
DAPK1 la metilación de su promotor constituye una estrategia de silenciamiento 
génico, en el caso de hTERT, y para algunos tipos tumorales, la hipermetilación de su 
promotor se asocia con una expresión incrementada, mientras que la desmetilación 
inhibe la transcripción del gen (revisado por Daniel et al., 2012). La regulación epige-






4.6. Expresión de factores relacionados con las vías de se-
nescencia y muerte celular, y transformación y génesis 
tumoral en los CCRs. Relación con la función telomérica y 
con las variables clínico-patológicas. 
 
Son limitados los hallazgos en este apartado, pues el estatus telomérico no nos 
permitió discriminar entre dos subpoblaciones con distinto pronóstico clínico y, por 
tanto, no se particularizaron los análisis de expresión génica considerando esta varia-
ble. La homogeneidad de la población en cuanto a las variables clínico-patológicas 
también resultó limitante para el desarrollo de los análisis estadísticos. Tan sólo de-
tectamos una asociación significativa entre el valor relativo de expresión de AATF y 
la actividad telomerasa.  











































1. En los tumores no microcíticos de pulmón y en los tumores colorrectales anali-
zados, se detecta una longitud telomérica significativamente inferior a la de los tejidos 
control. Además, existe una correlación entre la longitud de las secuencias teloméri-
cas de los tejidos tumorales y no tumorales. 
 
2. En el CNMP, los resultados obtenidos permiten establecer que cualquier grado 
de acortamiento telomérico en el tumor, respecto al tejido control, constituye una 
variable de pronóstico adverso, independiente del estadio tumoral.  
 
3. La actividad telomerasa resulta un indicador de pronóstico adverso en la serie 
de CNMP investigada. 
 
4. En el CCR, el acortamiento telomérico crítico constituye un factor de pronósti-
co favorable, independiente del estadio tumoral. 
 
5. En los tumores no microcíticos de pulmón, con acortamiento telomérico, los 
niveles relativos de expresión de AATF, DAPK1, GADD45A, SHC1 y TP53, facto-
res relacionados con la senescencia, la parada del ciclo celular y la muerte, están dis-
minuidos de manera significativa, respecto a los CCRs, con acortamiento de las se-
cuencias teloméricas. 
 
6. En CNMP, la expresión de TP53 se relaciona de manera significativa con fac-
tores de pronóstico favorable, como son el estadio TNM I y la ausencia de invasión a 
los ganglios linfáticos. 
 
7. El nivel relativo de expresión de DAPK1 se asocia de manera inversa con el 
tamaño de los tumores no microcíticos de pulmón: son los de menor tamaño los que 
muestran niveles de expresión más elevados. 
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8. En CNMP se detecta una asociación estadísticamente significativa entre el nivel 




El estatus telomérico representa un parámetro con valor pronóstico 
en los cánceres no microcíticos de pulmón y colorrectales. La expresión 
diferencial de factores relacionados con la senescencia y la muerte celular 
puede sustentar molecularmente el diferente pronóstico clínico que otor-
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Telomeres and factors of senescence and cell death in non-small cell lung 
cancer and colorectal cancer. Tamara Fernández Marcelo. Madrid, 2014. 
Background and aims:  
Telomeres, the repeated nucleoprotein structures found at the end of linear 
chromosomes, preserve chromosome structure and function and are continuously 
lost in a way that is coupled to cell division (1). When telomeres become critically 
short, cells activate senescence and cell death programs in order to limit the progres-
sion of genetically unstable clones (2). However, tumour cells are able to re-activate 
the telomerase enzyme to maintain telomere length and guarantee cell viability (1). 
The acquisition of the immortal phenotype, due to telomerase reactivation, and the 
failure of senescence and cell death programs, represent a favourable landscape for 
tumour cells. However, the function of senescence and cell death pathways in re-
sponse to short telomeres could be considered as a factor which limits tumour pro-
gression. Differences in how these pathways operate between Non-Small Cell Lung 
Cancer (NSCLC) and Colorectal Cancer (CRC) could explain the different clinical 
outcome that shortening telomere reflects, as previous results from our group 
showed (3&4).  
Our aims in this work consist of: 
• validating the prognosis role of telomere length and telomerase activity in 
NSCLC and CRC;  
• evaluating differences in the expression profile of senescence and cell 
death factors, between NSCLC and CRC, in response to short telomeres  
• and investigating whether a differential expression of factors related to 
these pathways could determinate differential patient outcome conferred 
by telomere status in NSCLC and CRC. 
Material and methods: 
We analyzed 68 NSCLCs, 60 CRCs, and their corresponding control tissues sam-
ples obtained from patients who underwent surgery at San Carlos Hospital in Ma-
drid, Spain. These cases were collected without selection in function of gender, age 
or stage. The median follow-up period for patients was 5 years. For prognosis stud-
ies, NSCLCs and CRCs populations were incorporated to the databases of 135 and 
100 cases, respectively, available in our research group, in order to increase the statis-
tical power. The primary outcome used for the prognosis studies was Disease-Free 
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 Survival (DFS), calculated from the day of surgery until recurrence. Survival analyses 
were done by the Kaplan-Meier method and differences were evaluated with the 
Log-Rank test. Only patients who had undergone potentially curative surgery were 
considered. Multivariate analysis was performed using the Cox proportional hazard 
model to identify which independent factors jointly had a significant influence on 
survival. Cutoff Finder web application (5) was used to determine optimal cutoff 
values.  
We evaluated telomere function by analysing telomerase activity and telomere 
length: the first was established by the TRAP (Telomeric Repeat Amplification Pro-
tocol) assay and the second, by the terminal restriction fragment (TRF) length meth-
od, in tumours and control tissues. The ratio of telomere length in cancer to control 
tissue was defined as T/N ratio. 
Differential expression of factors related to senescence and cell death pathways 
was evaluated using microarrays containing a total of 113 oligonucleotide sequences 
corresponding to genes from these pathways (Oligo GEArray® Human p53 Signaling 
Pathway Microarray, OHS-027). Also, using microarrays, we investigated expression 
profiles of 113 genes representative of 6 biological pathways involved in transfor-
mation and tumorigenesis (Oligo GEArray® Human Cancer PathwayFinder, OHS-
033). 
We compared the gene expression profile of NSCLCs vs. CRCs, with telomere 
shortening. To normalize results, we referred expression data obtained from these 
genes to expression of housekeeping GAPDH, also included in the arrays. Array data 
were analysed using the GEArray Expression Analysis Suite (GEASuite) (SuperArray 
Bioscience Corporation). 
Expression data from arrays were validated investigating gene expression by Real 
Time Quantitative PCR (qRT-PCR), using Taqman probes (FAM TM dye-labeled 
TaqMan® MGB probes, Applied Biosystems) following the manufacturer’s instruc-
tions. The study was performed for those genes showing high (≥6 fold difference) 
and significantly overexpression after comparing NSCLCs vs. CRCs, with telomere 
shortening, in the array analysis. The comparative threshold cycle (Ct) method was 
used to calculate the relative expression. For quantification of gene expression, the 
target genes values were normalized to the expression of the endogenous reference 
(GAPDH). Also, the amount of target, normalized to GAPDH and relative to a cali-
brator (normal pool expression, obtained from the corresponding normal samples 
for each case) is given by 2-ΔΔCt (Relative Quantification, RQ). (ΔCt = Ct (target gene) – Ct 
(GAPDH); ΔΔCt = ΔCt (for any sample) – ΔCt (for the calibrator)). IBM SPSS (Statistical Package for 




In relation to NSCLC population, positive results for telomerase activity were 
found in 61 (89.7%) of 68 cases. Seven (10.3%) tumours were telomerase negative. 
The mean telomere length (mean ± typical error) was 4.51 ± 0.33 Kb in NSCLCs 
and 5.44 ± 0.32 Kb, for non-tumour samples (P < 0.001; Student's t-Tests).Telomere 
length in tumour samples significantly correlated with telomere length in the paired 
normal samples (Pearson´s correlation = 0.862; P <0.001). The mean telomere 
length ratio T/N was 0.83 ± 0.029. Regarding survival analysis, patients which tu-
mours showed a telomere length < 7.29 or T/N ratio < 0.97 had a significantly poor 
clinical evolution (P = 0.034 and 0.040, respectively, Log-Rank). In multivariate anal-
ysis, both parameters proved to be of independent prognostic markers. Kaplan-Meier 
curves showed that telomerase activity resulted a predictor of poor clinical outcome 
(P = 0.028, Log-Rank). 
Considering CRC population, positive results for telomerase activity were found 
in 51 (85%) of 60 cases. Nine (15%) were telomerase negative. The mean telomere 
length was 3.80 ± 0.18 Kb in CRCs, and 5.41 ± 0.28 Kb, for non-tumour samples (P 
< 0.001; Student's t-Tests). Telomere length in tumour samples significantly correlat-
ed with telomere length in the paired normal samples (Pearson´s correlation = 0.445; 
P = 0.001). The mean telomere length ratio T/N was 0.74 ± 0.03. In relation to sur-
vival analyses, patients which tumours showed a telomere length > 6.35 Kb or T/N 
ratio > 0.665 had a significantly poor clinical evolution (P < 0.001 and 0.043, respec-
tively). In multivariate analysis, both parameters proved to be of independent prog-
nostic markers. 
We wanted to establish whether the differences in clinical outcome in NSCLC 
and CRC, in relation to telomere length, could be explained as being a result of dif-
ferences in how pathways of senescence and cell death operate between NSCLC and 
CRC. First, we compared the gene expression profile of NSCLCs vs. CRCs, with 
telomere shortening, in a subpopulation of each tumour type, using microarrays. Mi-
croarray data indicated that a number of genes showed a significantly (P-value ≤ 
0.01) overexpression, in NSCLCs, compared with CRCs, with telomere shortening, 
after GAPDH normalization. The most outstanding results, significant overexpres-
sion higher than six-fold, were obtained for the following seven genes: AATF (apop-
tosis antagonizing transcription factor), BNIP3 (BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting 
protein 3), DAPK1 (death-associated protein kinase 1), GADD45A (growth arrest and DNA-
damage-inducible, alpha), NDRG1 (N-myc downstream regulated gene), SHC1 (SHC (Src 
homology 2 domain containing) transforming protein 1) and EGFR (epidermal growth factor 
receptor). In order to validate these results, qRT-PCR was performed for the seven 
genes mentioned above in all the tumour samples. Moreover, we included TP53 (tu-
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 mour protein p53) and CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) due to their 
important roles in apoptosis and senescence pathways. Also, we evaluated the gene 
expression profile in a normal pool obtained from the corresponding normal sam-
ples, for each tumour type. ∆Ct values were used following the same comparative 
analysis as arrays screening. We detected significant differential expression values for 
BNIP3, DAPK1, GADD45A, NDRG1, EGFR, CDKN2A and SHC1, between 
NSCLCs and CRCs with telomere shortening (P-values, < 0.001, 0.001, 0.003, 
<0.001, <0.001, <0.001 and 0.051, respectively). Transcriptional expression for all 
these genes was higher in NSCLCs, with regard to CRCs, both with telomere short-
ening, after GAPDH normalization. Finally, transcriptional expression for TP53 was 
significantly higher in CRCs with telomere shortening, with respect to NSCLCs with 
telomere shortening (P-value < 0.001). Our results demonstrated molecular differ-
ences between NSCLCs and CRCs, with telomere shortening. Interestingly, when 
ΔΔCt values were considered, the difference of AATF, DAPK1, GADD45A, SHC1 
and TP53 expression between tumours and pool of control samples was significantly 
lower in CRCs than NSCLCs, both with telomere shortening. 
Finally, we separated out these gene expression results depending on telomerase 
activity, telomere status and clinical variables, for each tumour type subject of our 
investigation. A significant association was found between telomere status, in 
NSCLCs, and DAPK1 and AATF expression (P = 0.048 and 0.02; respectively; U of 
Mann-Whitney): tumours with shortest telomeres exhibited a significantly diminished 
expression of DAPK1and AATF mRNA. Due to their important roles in cell death, 
DAPK1 protein expression was analyzed by Western-blot, and correlated with 
mRNA levels. In NSCLC, TP53 expression was significantly related with TNM I 
stage and no lymph node involvement. DAPK1expression was inversely related with 
tumour size and EGFR expression was statistically associated with NSCLCs recur-
rence. 
 Conclusion: 
Telomere status represents a prognostic marker in non-small cell lung cancer and 
colorectal cancer. Differential expression profile of factors related to senescence and 
cell death, among both tumour types, could molecularly explain the different clinical 
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